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cuales	 tienen	 actividad	 nula,	 y	 una	mutación	 que	 afecta	 a	 la	 dimerización	 de	 PMM2	 (p.P113L).	
Además,	ha	sido	posible	la	recuperación	de	la	actividad	de	algunos	de	los	mutantes	inestables	en	un	
modelo	celular	de	enfermedad	en	condiciones	permisivas	de	plegamiento.	Todos	estos	resultados	




a rescatar los defectos de splicing	y	los	mutantes	inestables	caracterizados	previamente.	Respecto	
a	 las	mutaciones	de	 splicing,	 hemos	 conseguido	una	 recuperación	del	 perfil	 transcripcional	 y	de	






quince	 potenciales	 chaperonas	 farmacológicas	 (PCs)	 que	 estabilizan	 la	 proteína	 PMM2.	 Estos	
compuestos	han	sido	evaluados	posteriormente	en	un	sistema	de	expresión	procariota	y	algunos	de	
ellos	han	sido	capaces	de	aumentar	significativamente	la	actividad	de	la	proteína	WT	y	la	estabilidad,	
















process	and	also	missense	mutations	 to	address	 the	development	of	mutation	specific	 therapies	
aimed	to	rescue	aberrant	mRNA	transcripts	or	unstable	mutant	proteins.	
	 Firstly,	 we	 have	 characterized	 one	 exonic	 and	 one	 deep	 intronic	mutation,	 both	 affecting	
the	 splicing	process,	 by	 analyzing	 the	 transcriptional	 profile	of	 patients-derived	 cells.	 The	exonic	
mutation	(c.75C>T),	detected	in	ALDH7A1,	generates	a	new	exonic	donor	splice	site	generating	an	
aberrant	 transcript	 bearing	 a	 deletion	 of	 35	 nucleotides	 causing	 piridoxine-dependent	 epilepsy	








(p.V44A,	 p.D65Y,	 p.R162W,	 p.T237M,	 p.F207S	 and	 p.C241S)	 which	 retain	 some	 residual	 activity,	
mutations	 affecting	 both	 folding	 and	 catalytic	 properties	 of	 the	 protein	 (p.R123Q	 and	 p.R141H)	
which	 retain	 null	 residual	 activity,	 and	 one	 mutation	 affecting	 PMM2	 dimerization	 (p.P113L).	
Additionally,	we	have	rescued	PMM2	residual	activity	in	a	disease	cellular	model	using	permissive	
folding	conditions.	These	results	suggest	that	the	loss-of-function	of	most	of	these	mutant	proteins	
is	 based	 on	 increased	 susceptibility	 to	 degradation	 and/or	 aggregation,	 a	 common	 mechanism	
underlying	conformational	diseases.	




c.75C>T	 and	 c.792+182G>A	mutations	 respectively.	 The	 success	 of	 the	 exonic	mutation	 therapy	
is	 a	proof-of-concept	which	broadens	 the	application	of	 antisense	 therapy	beyond	deep	 intronic	
mutations.	With	respect	to	the	therapy	to	recover	the	activity	of	unstable	mutant	proteins,	a	high-
throughput	screening	of	a	commercial	compounds	 library	has	allowed	us	to	find	fifteen	potential	
pharmacological	 chaperones	 (PCs)	 for	 PMM2.	 These	 hits	 have	 been	 subsequently	 evaluated	 in	
a	prokaryotic	 system	and	some	of	 them	have	 increased	significantly	WT	PMM2	activity	and	also	



















AST: Analyzer Splice Tool
ATQ:	 Antiquitina	o	α-aminoadípico	semialdehído	deshidrogenasa
BDGP:  Berkeley Drosophila Genome Project
BSA:	 Albúmina	de	suero	bovino	(Bovine serum albumin)
CBX:	 Carbenoxolona
CDG: Defecto	congénito	de	glicosilación	(Congenital disorder of glycosylation)
CFTR:	 Regulador	de	 la	conductancia	transmembrana	de	 la	fibrosis	quística	(Cystic Fibrosis 
Transmembrane Conductance Regulator)
CMP:	 Citosín	monofosfato









FBS:	 Suero	fetal	bovino	(Fetal bovine serum)












HGMD: Human gene mutation database
HSR: Respuesta	de	choque	térmico	(Heat shock response)








PBS: Tampón	fosfato	salino	(Phosphate buffered saline)
PC:		 Chaperona	farmacológica	(Pharmacological chaperone)










SDS:  Dodecilsulfato	sódico	(Sodium dodecyl sulfate)
SDS-PAGE:  Electroforesis	en	geles	de	poliacrilamida	en	presencia	de	SDS
Sia:	 Ácido	siálico
SMA:		 Atrofia	muscular	espinal	(Spinal muscular atrophy)	
SNC:	 Sistema	nervioso	central
snRNP: Ribonucleoproteínas	nucleares	pequeñas	(Small nuclear ribonucleoproteins)
SPR:	 Sepiapterina	reductasa
SSO:	 Oligonucleóticos	 antisentido	 que	 modifican	 el	 splicing (Splice switching 
oligonucleotides)
Tm:	 Temperatura	de	melting
TMEM165:	 Proteína	transmembrana	165	(Transmembrane protein 165)
TNT:	 Sistema	transcripción-traducción	acoplada
UDP:	 Uridín	difosfato
























menos	de	1	 individuo	por	cada	2.000	(European Organisation of Rare Diseases,	EURORDIS),	pero	
en	conjunto,	se	ha	estimado	una	incidencia	de	alrededor	de	1/800	(Sanderson	et al.,	2006).	Debido	
al	 gran	 número	 de	 enfermedades	 descritas	 dentro	 de	 las	 EMH,	 son	 un	 grupo	 de	 enfermedades	





















de	calidad	de	 las	proteínas	 (en	el	 caso	de	mutantes	de	plegamiento)	 (Gregersen	et al.,	2001),	el	
mecanismo	 de	 decaimiento	 del	 mRNA	 (NMD,	 nonsense mediated mRNA decay,	 en	 el	 caso	 de	
mutaciones	que	generan	codones	prematuros	de	terminación)	(Khajavi	et al., 2006),	o	la	epigenética,	








que	 dan	 lugar	 a	 intoxicación,	 trastornos	 que	 afectan	 al	 metabolismo	 energético	 y	 trastornos	






moléculas	 complejas,	 se	 caracteriza	 por	 síntomas	 permanentes,	 progresivos,	 independientes	 de	
acontecimientos	intercurrentes	y	no	relacionados	con	la	ingesta	de	alimentos	y	a	él	pertenecen	los	
defectos	congénitos	de	glicosilación	(CDGs,	congenital disorders of glycosylation),	dos	de	los	cuales	
se	centra	gran	parte	de	este	trabajo.
1.2. EPILEPSIA DEPENDIENTE DE PIRIDOXINA (PDE)
	 La	epilepsia	dependiente	de	piridoxina	(PDE;	OMIM	266100)	es	una	enfermedad	autosómica	
recesiva	asociada	con	crisis	neonatales	o	infantiles	tempranas	severas	que	no	responden	al	tratamiento	










para	 la	 ∆1-pirrolina-5-carboxilato	 deshidrogenasa	 (P5CD;	 OMIM	 606811),	 el	 síndrome	 de	Mabry	
(OMIM	239300)	causado	por	mutaciones	en	el	gen	que	codifica	para	la	phosphatydilinositol glycan 

















dominios,	 de	unión	 a	NAD+,	 de	 catálisis	 y	 de	oligomerización.	 Está	 localizada	en	el	 citosol,	 en	 la	
mitocondria	(Wong	et al.,	2010)	y	recientemente	se	ha	descrito	su	presencia	en	el	núcleo	(Brocker	
et al., 2010;	Chan	et al., 2011).	ATQ	es	una	adheído	deshidrogenasa	 implicada	en	el	catabolismo	
de	 la	 lisina	por	 la	 vía	del	ácido	pipecólico	 (Figura	1).	 Éste	ácido	es	 convertido	en	∆1-piperidín-6-
carboxilato	(P6C),	el	cual	se	encuentra	en	equilibrio	químico	con	su	forma	lineal,	el	α-aminoadípico	

















funciones.	 La	 acumulación	 de	 P6C,	 metabolito	 altamente	 reactivo,	 aumenta	 la	 probabilidad	 de	
reaccionar	de	manera	espontánea	con	PLP,	 formándose	el	complejo	P6C-PLP,	reduciendo	de	esta	



















et al.,	2013;	Stockler et al.,	2011).	Actualmente	se	están	estudiando	otras	terapias	alternativas,	con	
el	 fin	 de	disminuir	 la	 acumulación	 de	 estos	metabolitos	 tóxicos.	 Recientemente	 se	 ha	 publicado	
un	estudio	observacional	de	pacientes	sometidos	a	una	dieta	restringida	en	lisina	(van	Karnebeek	
et al.,	 2012)	y	otro	estudio	de	un	paciente	 suplementado	con	L-arginina,	 con	el	fin	de	disminuir	
el	 transporte	de	 lisina,	 ya	que	 lisina	 y	arginina	 comparten	el	mismo	 transportador	en	el	 sistema	
nervioso	central	(SNC)	(Mercimek-Mahmutoglu	et al.,	2014).






azúcar	 implicado	en	 la	unión,	 a	un	 residuo	de	asparragina	de	 la	 secuencias	 consenso	Asn-X-Ser/
Thr	de	 la	 proteína	 en	 formación,	 siendo	X	 cualquier	 aminoácido	 excepto	prolina.	 Tiene	 lugar	 en	
el	citoplasma,	retículo	endoplasmático	(RE)	y	en	el	aparato	de	Golgi	y	consiste	principalmente	en	


















Figura 2. N-glicosilación de proteínas, se muestran los genes en los que se ha descrito un defecto causante de enfermedad 































orgánicos	que	pueden	 incluir,	 retraso	en	el	desarrollo,	hipotonía,	 falta	de	crecimiento,	anomalías	
en	el	cerebro,	en	el	sistemas	gastrointestinal,	hepático,	visual	e	inmune	(Freeze	y	Schachter,	2009;	
Wolfe	y	Krasnewich,	2013). 
	 Los	 CDGs	 son	 un	 conjunto	 de	 enfermedades	 que	 actualmente	 está	 en	 plena	 expansión.	












PMM2-CDG,	 1/20.000.	 Esta	 discrepancia	 entre	 la	 frecuencia	 predicha	 y	 la	 estimada,	 puede	 ser	
debido	a	varios	factores,	como	son	a	las	propias	limitaciones	del	método	de	predicción,	a	la	probable	












	 Desde	su	descripción	en	1984	(Jaeken	et al.,	1984),	el	 isoelectroenfoque	de	 la	 transferrina	
sérica	 sigue	 siendo	 el	 método	 más	 ampliamente	 empleado	 para	 el	 diagnóstico	 de	 defectos	
















tiempo	(Freeze	et al., 2012;	Jaeken	y	Matthijs,	2007;	Lefeber	et al.,	2011;	Scott	et al.,	2014).
	 Debido	al	uso	de	esta	técnica	para	su	diagnóstico,	los	CDGs	clásicamente	se	han	clasificado	
como	tipo	I	seguidos	de	una	letra,	por	un	defecto	en	la	síntesis	o	transferencia	del	glicano	y	tipo	
II	 seguidos	 de	 una	 letra,	 por	 un	 defecto	 en	 la	 procesamiento	 del	 glicano	 unido	 a	 la	 proteína,	
pero	esta	nomenclatura	está	cambiando	debido	al	gran	 incremento	de	genes	nuevos	descritos	y	
a	 la	aparición	de	defectos	causados	por	genes	 implicados	en	el	 tráfico	vesicular	 (Foulquier	et al., 
2007;	Foulquier	et al., 2006;	Reynders	et al.,	2011;	Reynders	et al.,	2009;	Wu	et al.,	2004)	y	en	el	
mantenimiento	de	la	homeostasis	del	aparato	de	Golgi	(Demaegd	et al.,	2013;	Kornak	et al.,	2008),	
a	 los	cuales	se	ha	propuesto	nombrar	como	“CDG plus”	(Jaeken,	2011).	Actualmente	los	CDGs se 
nombran	 combinando	 el	 nombre	 del	 gen	 causante	 de	 enfermedad	 seguido	 de	 -CDG	 (Jaeken	 et 
al.,	 2009)	 (Figura	2).	 Los	defectos	 estructurales	del	 aparato	de	Golgi,	 se	 caracterizan	por	 afectar	
tanto	 la	 N-	 como	 la	 O-glicosilación	 y	 por	 lo	 tanto	 son	 clasificados	 como	 defectos	 en	 múltiples	
rutas	de	 glicosilación.	 Su	diagnóstico,	 además	de	 ser	 clasificados	 como	CDGs	tipo	 II	mediante	el	
isoelectroenfoque	de	 la	 transferrina,	suele	 ir	acompañado	del	estudio	del	patrón	de	glicosilación	
17
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1	 caracterizado	 por	 un	 incremento	 en	 la	 forma	monosialo	 y	 una	 reducción	 de	 la	 forma	 disialo 
(Lefeber	 et al.,	 2011)	 (Figura	 3B).	 Para	 el	 diagnóstico	 de	 CDGs son	 también	 necesarias	 técnicas	
complementarias	al	isoelectroenfoque,	como	son	las	estrategias	basadas	en	espectofotometría	de	
masas	para	el	estudio	de	la	estructura	de	los	glicanos	presentes	en	plasma	o	suero	(Scott	et al., 2014). 
Figura 3. Técnicas de isoelectroenfoque para el diagnósticos de CDGs. A) Isoelectroenfoque	de	la	transferrina	plasmática	
para	 la	 detección	 de	 defectos	 en	 la	 N-glicosilación.	 Representación	 de	 la	 isoforma	 glicosilada	 más	 abundante	 de	 la	
transferrina,	con	dos	N-glicanos	con	dos	antenas,	cada	una	de	ellas	terminadas	en	dos	ácidos	siálicos,	correspondiente	






















tras	 el	 tratamiento	 del	 paciente	 con	 butirato	 de	 sodio,	 un	 inhibidor	 de	 deacetilasas	 de	 histonas	
(Almeida	 et al.,	 2007).	 Recientemente,	 se	 han	 descrito	 pacientes	 diagnosticados	 con	 síndromes	
miasténicos	congénitos	(CMS,	congenital myasthenic syndrome),	con	defectos	en	genes	previamente	
descritos	 como	 causantes	 de	 CDGs,	 como	 en	 el	 gen	 que	 codifica	 para	 la	 UDP-Glc-NAc:Dolicol-P	




(Senderek	et al.,	2011).	Este	síndrome	está	caracterizado	por	deficiencias	en	 la	transmisión	de	 la	
señal	en	la	unión	neuromuscular	provocando	debilidad	muscular	localizada	o	generalizada.	Una	de	
las	 causas	del	CMS	son	mutaciones	en	alguna	de	 las	 subunidades	del	 receptor	de	 la	acetilcolina	
(AChR)	(Engel et al.,	1999),	y	la	deficiencia	de	estos	genes	implicados	en	glicosilación,	parece	causar	
inestabilidad	del	receptor	AChR	debido	a	su	 incorrecta	glicosilación	(Belaya	et al.,	2012a;	Cossins	
et al.,	 2013;	 Zoltowska	et al.,	 2013).	 Por	 lo	 tanto,	 es	 posible,	 que	 la	 hipotonía	que	 caracteriza	 a	
la	mayoría	 de	 pacientes	 CDGs	 con	 defectos	 en	 la	 N-glicosilación,	 sea	 causada	 por	 la	 deficiencia	
en	el	 receptor	AChR.	Esto	abre	una	prometedora	opción	 terapéutica,	 ya	que	pacientes	 con	CMS	
causado	por	mutaciones	en	DPAGT1	 (CMSTA2;	OMIM	614750)	y	GFPT1	 (CMSTA1;	OMIM	610542)	
responden	 bien	 al	 tratamiento	 con	 colinesterasa	 y	 a	 drogas	 que	 incrementan	 la	 liberación	 de	
acetilcolina	de	los	terminales	nerviosos	(Belaya	et al., 2012b;	Zoltowska	et al., 2013).	Finalmente,	
la	 fosfoglucomutasa	1	 (PGM1;	OMIM	171900)	es	una	enzima	clave	situada	entre	 la	glicolisis	y	 la	
glucogénesis,	que	cataliza	 la	 conversión	de	glucosa-1-P	a	glucosa-6-P,	 cuyo	defecto	causa	PGM1-
CDG	(OMIM	614921),	previamente	clasificado	como	glucogenosis	tipo	XIV	(Stojkovic	et al.,	2009). 
La	glucosa-1-P	está	conectada	con	el	metabolismo	de	la	galactosa.	La	detección	de	una	disminución	













1.3.1. Defecto congénito de glicosilación causado por deficiencia en la enzima 
Fosfomanomutasa 2 (PMM2-CDG).
	 El	primer	paciente	PMM2-CDG	(OMIM	212065)	 fue	descrito	en	1980	 (Jaeken	et al.,	1980),	
pero	no	fue	hasta	15	años	después,	cuando	se	descubrió	el	defecto	subyacente	a	esta	enfermedad,	
la	deficiencia	de	una	enzima	con	actividad	fosfomanomutasa	(Van	Schaftingen	y	Jaeken,	1995),	y	
no	 fue	hasta	3	años	más	 tarde	cuando	se	describió	el	gen	 responsable,	el	gen	que	codifica	para	
la	 fosfomanomutasa	2	 (PMM2;	OMIM	601785)	 (Matthijs	et al.,	 1997a).	Este	gen	está	 situado	en	
cromosoma	16,	región	16p13,	está	compuesto	por	8	exones	con	una	fase	de	lectura	de	738	pb	y	
codifica	para	una	proteína	de	246	aminoácidos.	PMM2	en	una	enzima	homodimérica	citoplasmática	
que	 cataliza	 la	 conversión	 de	manosa-6-P	 a	manosa-1-P,	 el	 cual	 es	 precursor	 de	 GDP-manosa	 y	
posteriormente	 de	 Dolicol-P-manosa,	 principales	 donadores	 de	 manosa	 en	 la	 N-glicosilación,	
O-glicosilación	y	formación	del	anclaje	GPI	(Hennet,	2012),	por	lo	tanto,	PMM2-CDG	sería	clasificado	
en	el	 grupo	de	defectos	en	múltiples	 vías	de	glicosilación.	A	pesar	de	que	 se	ha	descrito	alguna	
evidencia	de	su	implicación	en	la	O-glicosilación	(Zdebska	et al., 2001)	y	en	la	formación	del	anclaje	





del	 cerebro	 (Cromphout	et al., 2005;	Cromphout	et al., 2006),	pero	es	 incapaz	de	compensar	 su	
falta,	ya	que	el	ratón	knock out para Pmm2 es letal (Thiel	et al.,	2006).	Sin	embargo,	el	ratón	knock 
























que	la	falta	total	de	actividad	PMM2	es	incompatible	con	la	vida	(Matthijs	et al., 1998;	Schollen	et 
al.,	2000).	Otro	indicio	que	apoya	esta	evidencia,	es	la	letalidad	descrita	para	el	ratón knock out de 
Pmm2 (Thiel	et al., 2006).
	 PMM2-CDG	es	una	enfermedad	multisistémica	con	un	 fenotipo	muy	variable,	desde	suave	
a	 severo.	 Todos	 los	 pacientes	 presentan	 afectación	 del	 sistema	 nervioso,	 siendo	 algunos	 de	 los	
síntomas,	estrabismo,	movimientos	anormales	de	 los	ojos,	hipotonía,	 retraso	psicomotor,	 ataxia,	
epilepsia	 y	atrofia	 cerebelar.	 También	pueden	presentar	 retraso	en	el	desarrollo,	hepatomegalia,	
anormalidades	 esqueléticas,	 cardiomiopatías	 y	 coagulopatías.	 Suele	 ser	 diagnosticado	 durante	













ser	 aplicables	 en	 pacientes.	 La	 primera	 aproximación,	 fue	 el	 tratamiento	 de	 estos	 pacientes	
21
Introducción













Otra	 aproximación	 bastante	 estudiada,	 sería	 el	 tratamiento	 de	 estos	 pacientes	 con	 suplementos	
de	manosa-1-P,	con	el	fin	de	sortear	el	bloqueo,	pero	ésta	es	impermeable	a	la	membrana	celular	
(Figura	4).	Se	han	probado	diferentes	modificaciones	químicas,	de	las	cuales	algunas	de	ellas	han	
tenido	éxito	en	células	de	pacientes	(Eklund	et al.,	2005;	Hardre	et al.,	2007;	Rutschow	et al., 2002),	
pero	estos	derivados	son	demasiado	 inestables	y	tóxicos	para	su	uso	clínico.	Son	necesarios	más	
estudios	o	el	uso	de	trasportadores	lipídicos	(Rawat	et al., 2008)	para poder trasladar esta terapia a 
pacientes. 





















de	los	niveles	de LLO y	una	sorprendente	acumulación	de	manosa-6-P	(Cline	et al., 2012).
1.3.2. Defecto congénito de glicosilación causado por deficiencia de TMEM165 (TMEM165-
CDG).
	 Recientemente,	ha	sido	descrito	un	nuevo	CDG,	TMEM165-CDG	(OMIM	614727),	causado	por	
defectos en el gen TMEM165	(OMIM	614726),	localizado	en	el	cromosoma	4,	región	q12,	compuesto	
por	6	exones	y	con	una	fase	de	lectura	de	975	pb.	Hasta	el	momento	sólo	se	han	descrito	5	pacientes,	
tres	 de	 ellos	 homocigotos	 para	 la	mutación	 c.792+182G>A,	 que	 posiblemente	 afecta	 al	 proceso	
de splicing,	 otro	 paciente	 homocigoto	 para	 la	 mutación	 c.377G>A	 (p.R126H),	 y	 un	 compuesto	
heterocigoto	para	 c.376C>T	 (p.R126C)	 y	 c.911G>A	 (p.G304R).	 TMEM165	es	una	proteína	de	324	
aminoácidos	 que	presenta	 siete	 dominios	 transmembrana	 (o	 seis	 si	 se	 asume	que	 se	 escinde	 el	
péptido	señal),	perteneciente	a	la	familia	UPF0016	(Uncharacterized Protein Family 0016),	familia	





que	puede	afectar	indirectamente	a	la	homeostasis	del	Golgi	(Demaegd	et al.,	2014;	Demaegd	et al., 
















	 Estos	 cinco	 pacientes	 presentan	 un	 variabilidad	 fenotípica	 amplia,	 siendo	 los	 rasgos	 más	
característicos	de	los	tres	pacientes	homocigotos	para	la	mutación	c.792+182G>A,	retraso	psicomotor	
severo,	gran	displasia	esquelética	y	en	los	pacientes	adultos	enanismo	pronunciado.	Los	pacientes	
portadores	 de	 las	 mutaciones	 missense,	 sin	 embargo,	 presentan	 una	 clínica	 leve	 sin	 fenotipo	
























1.4.1. Terapia de recuperación de mutaciones de splicing 
	 El	94%	de	 los	genes	humanos	son	discontinuos,	presentando	exones	e	 intrones,	 los	cuales	
deben	ser	eliminados	del	mRNA	para	su	correcta	traducción	a	proteína,	en	un	proceso	muy	preciso	
denominado	 splicing.	 Su	 regulación	 requiere	de	una	 serie	de	elementos	en	cis que	 contienen	el	
“código”	de	splicing y	en	trans,	los	cuales	se	unen	a	los	elementos	en	cis.	Son	necesarias	las	secuencias	
consenso	 localizadas	en	 la	unión	 intrón-exón	5’	 y	3’,	denominados	 sitios	de	splicing,	 así	 como	 la	
secuencia	de	ramificación	situada	30-50	nucleótidos	aguas	arriba	del	sitio	3’	de	splicing y	el	tracto	






existen	 otros	 elementos	 reguladores	 en	 cis	 menos	 conservados	 que	 actúan	 como	 silenciadores	
o	 activadores	 del	 splicing	 que	 pueden	 estar	 situados	 tanto	 en	 exones	 como	 en	 intrones	 y	 son	
denominados	 ESS (exonic splicing silencer),	 ESE	 (exonic splicing enhancer),	 ISS	 (intronic splicing 
silencer)	e	ISE (intronic splicing enhancer).	Los	elementos	activadores	son	reconocidos	por	proteínas	





	 El	 9,1%	 de	 las	 mutaciones	 descritas	 son	 mutaciones	 que	 afectan	 al	 proceso	 de splicing 
(Stenson	et al.,	2014)	(HGMD® professional release	2014.3),	pero	se	estima	que	podrían	ser	hasta	
un	tercio	de	las	mutaciones	causantes	de	enfermedad	sin	tener	en	cuenta	las	mutaciones	intrónicas	
internas (Lim et al.,	2011;	Sterne-Weiler	et al.,	2011).	Estas	mutaciones	pueden	estar	situadas	en	los	
sitios	conservados	o	reguladores	del	proceso	de	splicing,	o	pueden	generar	o	activar	sitios	crípticos	
de splicing,	 los	cuales	van	a	ser	utilizados	en	ese	caso,	con	prioridad	a	 los	naturales.	El	efecto	de	
estas	mutaciones	en	el	transcrito	puede	ser,	la	exclusión	de	uno	o	varios	exones	o	de	parte	de	un	














evidencia	su	posible	subestimación	(Baralle	et al., 2009;	Desviat	et al.,	2012;	Perez	et al.,	2010). 
	 Existen	 numerosas	 herramientas	 bioinformáticas	 para	 predecir	 el	 efecto	 de	 un	 cambio	
nucleotídico	sobre	el	proceso	de	splicing,	pero	su	verificación	experimental	es	imprescindible.	Para	







	 Una	 de	 las	 estrategias	 terapéuticas	más	 prometedoras	 para	 la	 corrección	 de	 este	 tipo	 de	
mutaciones,	 es	 la	 basada	 en	 oligonucleótidos	 antisentido	 (AOs,	 antisense oligonucleotides)	 que	
modifican	 el	 splicing (SSOs,	 splice switching oligonucleotides).	 Los	 AOs	 funcionan	 a	 través	 de	
diferentes	 mecanismos	 y	 es	 necesario	 distinguir	 entre	 aquellos	 que	 actúan	 como	 silenciadores	
génicos,	 ya	que	 se	unen	al	RNA	y	promueven	 su	degradación	 (generalmente	mediante	 la	 acción	
de	 la	RNAsa	H),	 y	 aquellos	que	actúan	 como	moduladores,	 ya	que	 se	unen	al	RNA	e	 interfieren	
en	su	 función,	pero	no	promueven	su	degradación.	A	esta	última	categoría	pertenecen	 los	SSOs,	
AOs de	 15-25	 nucleótidos	 que	 se	 unen	 específicamente	 al	 mRNA	 bloqueando	 estéricamente	
los	 sitios	 crípticos	 de	 splicing activados	 o	 generados,	 impidiendo	 de	 esta	manera	 la	 unión	 de	 la	
maquinaria	de	splicing (Bennett	y	Swayze,	2010;	Kole	et al.,	2012).	Para	la	corrección	del	splicing 
mediante	esta	 técnica	es	necesario	que	 lo	 sitios	naturales	de	 splicing	 permanezcan	 intactos	 y	 lo	
suficientemente	alejados	del	sitio	críptico	a	bloquear	(Perez et al., 2014).	En	general,	el	DNA	o	RNA	
sin	modificar	no	puede	ser	utilizado	terapéuticamente	ya	que	son	vulnerables	a	la	degradación	por	
nucleasas.	Con	el	fin	de	mejorar	esta	estabilidad	y	protección	frente	a	nucleasas,	así	como	aumentar	







morfolino	 (PMO).	Para	el	uso	de	AOs	con	esqueleto	PS	 como	SSOs,	es	necesaria	 la	modificación	
del	azúcar,	ya	que	este	esqueleto	es	susceptible	de	ser	degradado	por	la	RNAsa	H	tras	su	unión	al	
mRNA.	Las	principales	modificaciones	del	azúcar	utilizadas	son,	2’-O-metil	(2’OMe),	2’-O-metoxietil	





incluidas	las	enfermedades	metabólicas	(David	et al.,	2010;	Lentz	et al.,	2013;	Nakamura	et al., 2013;	




en	ensayos	clínicos,	para	 la	 recuperación	de	 la	pauta	de	 lectura	y/o	para	evitar	un	exón	mutado	
mediante	 su	 exclusión	 y	 así	 conseguir	 una	 proteína	 aberrante	menos	 severa	 (Cirak	 et al.,	 2012;	
Goemans	et al., 2011;	Koo	y	Wood,	2013;	Mendell	et al.,	2013).	Se	ha	empleado	para	la	regulación	
de un splicing	alternativo	desregulado	en	múltiples	cánceres,	en	Alzheimer	y	actualmente	también	
en	ensayos	clínicos,	en	la	atrofia	muscular	espinal	(SMA,	Spinal Muscular Atrophy)	(Bauman	et al., 
2010;	Kalbfuss	et al.,	2001;	Seo	et al.,	2013).	Se	ha	utilizado	para	reducir	la	expresión	de	una	isoforma	
perjudicial	en	múltiples	cánceres,	Alzheimer	y	enfermedades	inflamatorias	entre	otras	(Graziewicz	
et al., 2008;	Mowrer	y	Wolfe,	2008;	Owen	et al., 2012),	para	 la	 inhibición	de	 la	 traducción	en	 la	
enfermedad	de	Huntington	(Gagnon et al., 2010)	y	la	enfermedad	de	Machado	Joseph	(Hu et al., 
2009)	 y	 para	 la	 disociación	 de	 uniones	 mRNA-proteínas	 provocadas	 por	 múltiples	 repeticiones	
en	el	mRNA	en	distrofia	miotónica	(Wheeler	et al.,	2009).	Otra	de	 las	aplicaciones	de	 los	SSO	ha	
sido	su	uso	para	la	generación	de	modelos	animales	de	enfermedad,	técnica	empleada	en	ratón	y	
principalmente	en	pez	cebra	(Bill	et al.,	2009;	Cline	et al.,	2012;	Chu	et al.,	2013;	Ferguson	et al., 
2013;	Gallego-Villar	et al.,	2014;	Nasevicius	y	Ekker,	2000).
	 Adicionalmente	a	la	terapia	con SSO,	se	han	descrito	otras	aproximaciones	terapéuticas	para	
la	 corrección	o	modulación	del	splicing,	 como	 la	modificación	de	 factores	de splicing (Schmid	et 




1.4.2. Terapia de recuperación de mutantes de plegamiento
	 El	 76,9%	 de	 las	mutaciones	 descritas	 son	mutaciones missense o	 pequeñas	 inserciones	 o	




conformacionales	 (Gregersen	 et al.,	 2000).	 La	 fisiopatología	 subyacente	 de	 las	 enfermedades	
conformacionales	 puede	 ser	 debida	 a	 una	 pérdida	 de	 función,	 causada	 por	 un	 plegamiento	
ineficiente	 con	 una	 disminución	 en	 la	 cantidad	 proteína	 debido	 a	 una	 degradación	 acelerada,	
mecanismo	 comúnmente	observado	en	enfermedades	hereditarias	 autosómicas	 recesivas,	 o	por	
ganancia	de	función,	debido	a	la	formación	de	agregados	tóxicos	estables,	mecanismo	observado	en	
enfermedades	neurodegenerativas	como	Alzheimer,	Parkinson	o	Huntington	(Martinez	et al., 2008;	
Muntau	et al.,	2014;	Sloan	et al.,	2009). 
	 La	mayoría	de	las	proteínas	para	llegar	a	ser	funcionales,	deben	plegarse	en	su	estado	nativo	










mínimo	de	energía	en	el	que	 la	proteína	mal	plegada	 se	puede	quedar	atrapada	en	una	 trampa	
cinética	o	incluso	cambiar	el	punto	mínimo	global	resultando	así	en	una	estructura	estable	diferente.	




Figura 5. Diagramas de energía de plegamiento de proteínas (A) 3D y B) 2D). Los	esquemas	muestran	 la	multitud	de	
estados	conformacionales	que	puede	adoptar	una	cadena	polipetídica.	Interacciones	intramoleculares	energéticamente	





















bajo	condiciones	de	estrés	(Gregersen	et al., 2006;	Kim	et al., 2013;	Powers	et al.,	2009;	Vabulas	et 
al., 2010). 
	 Las	 diferentes	 vías	 interconectadas	 que	 conforman	 la	 red	 de	 proteostasis	 son	 altamente	
adaptables	 y	 responden	 a	 formas	 específicas	 de	 estrés	 celular	 incluyendo,	 la	 Unfolded Protein 





proteica	disminuye	(Kim et al., 2013;	Lindquist	y	Kelly,	2011;	Powers et al.,	2009).

















eficaces	 a	 bajas	 concentraciones.	 Muchos	 ligandos	 naturales,	 como	 cofactores	 o	 sustratos,	 que	
se	unen	a	la	proteína,	en	particular	a	 las	enzimas,	pueden	actuar	como PCs (Bernier	et al.,	2004;	
Leandro	y	Gomes,	2008;	Martinez	et al.,	2008;	Underhaug	et al., 2012),	y	en	concreto,	se	ha	descrito	
que	 algunas	 de	 las	 más	 efectivas	 son	 inhibidores	 que	 se	 unen	 al	 centro	 activo	 (Fan,	 2008).	 El	
trabajo	pionero	en	el	campo	de	las	PCs	fue	en	1999,	para	la	enfermedad	de	Fabry	(Fan	et al., 1999). 
Actualmente,	existen	dos	PCs	aprobadas	para	su	uso	clínico,	diclorhidrato	de	sapropterina	(Kuvan®)	
para	el	tratamiento	de	la	fenilcetonuria	(Lee	et al., 2008;	Levy et al.,	2007;	Trefz	et al.,	2009)	y	Tafamidis	
(Vindaquel®;	Fx-1006A)	para	el	tratamiento	de	la	amiloidosis	hereditaria	de	tipo	transtiretina	(Bulawa	
et al., 2012)	y	existen	numerosas	en	ensayos	preclínicos	o	clínicos,	para	enfermedades	metabólicas	
(Fargue	et al., 2013;	Giugliani	et al., 2013;	 Jorge-Finnigan	et al., 2013;	 Lee	et al.,	 2010;	Muntau	
et al.,	2014;	Porto	et al., 2012;	Ren	et al., 2013;	Sun	et al.,	2012)	y	otras	enfermedades	genéticas	












de	la	proteína	mediante	differential scanning fluorimetry	(DSF)	(Pey	et al.,	2008),	utilizando	células	
derivadas	de	pacientes	 (Tropak	 y	Mahuran,	 2007)	o	mediante	métodos	 in silico (Noorwez	et al., 
2008). 
	 La	 tercera	 categoría	 son	 los	 reguladores	 de	 la	 proteostasis	 (proteostasis regulators,	 PRs)	
cuyo	 mecanismo	 de	 acción	 es	 modular	 la	 capacidad	 de	 la	 red	 de	 proteostasis,	 principalmente	
afectando	a	 la	síntesis,	plegamiento,	transporte	o	degradación	de	 las	proteínas	(Kim	et al.,	2013;	
Powers	 et al.,	 2009).	 Se	 han	 descrito	 numerosos	 compuestos	 que	 pueden	 modular	 esta	 red,	
bien	 modulando	 la	 HSR,	 principalmente	 mediante	 la	 inducción	 del	 principal	 regulador	 de	 esta	
vía,	HSF1	 (Heat shock transcription factor 1),	modulando	 la	 vía	UPR	o	 la	Endoplasmic Reticulum 
Associated Protein Degradation	 (ERAD),	modulando	la	autofagia	o	la	degradación	mediada	por	el	
proteasoma,	modulando	la	señal	intracelular	de	Ca2+	o	modulando	histonas	deacetilasas	(Calamini	




las	 enfermedades	metabólicas,	 entre	 las	 cuales	 se	 encuentran	 la	 fibrosis	 quística,	 enfermedades	
lisosomales	y	la	homocistinuria	(Balch	et al.,	2008;	Calamini et al.,	2012;	Hammarstrom	et al.,	2003;	
Hoeller	y	Dikic,	2009;	Hutt	y	Balch,	2013;	Li	et al.,	2013;	Lindquist	y	Kelly,	2011;	Mu	et al., 2008b;	






	 El	objetivo principal de	este	trabajo	ha	sido	la	búsqueda	de	terapias	específicas	de	mutación	








3. Caracterización	 funcional	 de	 mutaciones	 missense detectadas en el gen PMM2 
causantes	de	PMM2-CDG.









3.1.1. Cultivos primarios 




	 El	 estudio	 del	 perfil	 transcripcional	 del	 paciente	 diagnosticado	 con	 PDE,	 se	 realizó	 con	
linfoblastos	procedentes	de	muestras	de	sangre	del	paciente,	así	como	con	linfoblastos	procedentes	
de	un	control,	ambas	líneas	inmortalizados	con	el	virus	Epstein-Barr.










	 Todo	 el	 material	 genético	 de	 pacientes	 y	 controles	 fue	 obtenido	 con	 el	 consentimiento	
informado	autorizado	por	los	padres	y	por	el	hospital	que	remitió	las	muestras.	Toda	la	investigación	
llevada	a	cabo	con	este	material	está	autorizado	por	el	Comité	de	Ética	de	 la	 Investigación	de	 la	




	 Las	cepas	de E. coli	utilizadas	en	este	estudio	fueron	las	siguientes:




• TOPO One Shot Mach®1T1R (Invitrogen): lacZΔM15, hsdR, lacX74,	recA,	endA,	tonA.




• TOPO TA cloning PCR 2.1-Topo Vector	(Invitrogen).
•	 pSPL3	de	Life	Technologies	cedido	por	el	Dr.	B.	Andresen.











3.2.1. Aislamiento de ácidos nucleicos
	 La	extracción	de	DNA	genómico	a	partir	de	fibroblastos	de	piel	cultivados	o	de	linfoblastos	
se	realizó	con	el	extractor	automático	MagnaPure Compact con	el	kit	MagnaPure RNA Isolation kit 
(Roche).
	 Para	la	extracción	de	DNA	plasmídico	a	partir	de	cultivos	bacterianos	líquidos,	se	utilizó	el	kit	
Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System	(Promega),	para	extracciones	a	pequeña	escala,	y	




se	utilizó	el	reactivo	Tripure Isolation Reagent	(Invitrogen)	o	bien	el	kit	MagNA Pure Compact RNA 
Isolation	(Roche)	en	el	aparato	MagNA Pure Compact (Roche).
3.2.2. Amplificación de DNA
3.2.2.1. Amplificación de DNA genómico (gDNA)




	 Tras	 la	amplificación,	 los	 fragmentos	obtenidos	se	visualizaron	mediante	un	gel	de	agarosa	
(Conda),	4%	(v/v)	Bromuro	de	Etidio.
3.2.2.2. Amplificación de DNA codificante (cDNA)
 3.2.2.2.1 RT-PCR
	 El	cDNA	se	obtuvo	a	través	de	la	retrotranscripción	de	1,5µg	de	RNA	total	extraído	mediante	
el	 kit	 SuperScript™ III First-Strand Synthesis System for RT-PCR	 (Invitrogen),	 utilizando	 OligodT	 u	








High capacity RNA to cDNA kit	(Applied	Biosystemns),	siguiendo	las	indicaciones	del	proveedor.	
 3.2.2.2.2. qRT-PCR
	 La	 qPCR	 se	 llevó	 a	 cabo	 con	 SYBR Master Mix	 (Applied	 Biosystems)	 y	 oligonucleótidos	
específicos	(Tabla	2).	La	amplificación	y	el	análisis	se	realizó	en	un LightCycler 480	de	Roche	y	los	
datos	 fueron	 normalizados	 utilizando	 el	 gen	 de	 expresión	 constitutiva	GAPDH.	 La	 obtención	 de	
resultados,	del	parámetro	Relative Quantity	(RQ),	que	nos	permite	comparar	la	cantidad	de	mRNA	
en	los	distintos	extractos,		se	llevó	a	cabo	mediante	el	análisis	matemático	de	los	datos	obtenidos,	




3.2.3. Purificación de fragmentos de DNA
	 Los	fragmentos	de	DNA	obtenidos	tras	 la	amplificación	fueron	purificados	con	el	SpinClean 
PCR Purification kit	(MBiotech),	para	una	posterior	secuenciación.	En	el	caso	de	la	purificación	de	
fragmentos	de	DNA	a	partir	de	un	gel	de	agarosa	se	utilizó	el	QIAEX II Gel Extraction Kit	(Qiagen).
3.2.4. Secuenciación de DNA
	 La	 secuenciación	 de	 los	 fragmentos	 purificados	 de	 DNA	 o	 de	 DNA	 plasmídico,	 se	 llevó	 a	
cabo	empleando	el	método	enzimático	de	 terminación	de	 cadena	de	DNA	por	 incorporación	de	
dioxinucleótidos	 trifosfato	 (ddNTPs)	 descrito	 por	 (Sanger	 et al., 1977).	 Se	 empleó	 el	 Big Dye 
Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing kit	 (Applied	 Biosystems)	 con	 la	 posterior	 resolución	 en	 un	
secuenciador	automático	ABI Prism 3730	(Applied	Biosystems).
3.2.5. Mutagénesis dirigida
	 La	mutagénesis	dirigida	mediante	el	proceso	de	PCR	se	realizó	con	el	Quickchange Site Directed 
Mutagenesis kit	 (Stratagene),	 siguiendo	 las	 indicaciones	 del	 proveedor	 y	 con	 oligonucleótidos	
específicos	(Tabla	3).




















3.2.6. Clonaje y transformación bacteriana
	 Las	secuencias	de	 interés	a	clonar	en	el	vector	pSPL3	se	amplificaron	con	oligonucleótidos	
específicos	 (Tabla	1)	a	partir	de	gDNA	de	un	control	y	del	paciente	en	el	caso	de	 la	construcción	
del gen ALDH7A1	y	sólo	del	paciente	en	el	caso	de	 la	construcción	del	gen	TMEM165,	el	cual	se	
sometió	posteriormente	a	una	mutagénesis	dirigida	para	obtener	la	construcción	WT.	Los	productos	
de	estas	amplificaciones	se	clonaron	en	el	vector	TOPO TA v.2.1	(Invitrogen),	se	transformaron	en	





del gen ALDH7A1,	era	necesaria	la	clonación	de	otra	región	exónica	con	un	sitio	aceptor	de splicing 
que	precediera	al	exón	1	a	estudio.	Para	ello,	se	utilizó	una	construcción	ya	generada	en	el	laboratorio	
con	el	fragmento	exón2-exón1	del	gen	de	la	sepiapterina	reductasa	(SPR)	introducido	en	el	vector	
TOPO TA v.2.1 (Invitrogen).	 En	 la	 amplificación	 del	 exón	 1	 del	 gen ALDH7A1	 se	 introdujo,	 en	 el	
extremo	5’	del	fragmento	mediante	un	oligonucleótido	específico	(Tabla	1),	la	diana	de	restricción	
de	la	enzima	SalI,	para	poder	clonar	este	fragmento	en	la	construcción	mencionada	anteriormente.	
	 Una	vez	 seleccionados	 los	 clones	en	el	 vector	TOPO TA v.2.1 (Invitrogen),	 se	procedió	a	 la	
escisión	de	los	fragmentos	con	la	enzima	de	restricción	EcoRI,	en	el	caso	del	minigen	de	TMEM165	y	
con BamHI y	EcoRV	en	el	caso	del	minigen	de	ALDH7A1.	Una	vez	liberados	y	purificados	los	fragmentos	
con el QIAEX II Gel Extraction kit (Qiagen),	se	subclonaron	en	el	vector	pSPL3	debidamente	digeridos	
con	las	enzimas	de	restricción	correspondientes	en	cada	caso	(Figura	6)	y	defosforilado	con	el	kit 
TSAP	 (Thermostable Alkaline Phosphatase)	(Promega)	en	el	caso	de	la	digestión	con	la	enzima	de	
restricción EcoRI,	para	evitar	su	religamiento.	Los	clones	positivos	se	seleccionaron	mediante	escisión	
con	enzimas	de	restricción	y	secuenciación.























3.2.8. Infección con lentivirus
	 Para	la	producción	de	lentivirus	portadores	del	vector	de	expresión	de	PMM2,	se	sembraron	
4,5x106	 células	 HEK-293T	 en	 una	 p100,	 se	 transfectaron	 con	 OPTIMEM	 utilizando	 36µl	 de	
Lipofectamina,	24µl	de	Plus reagent	(Life	Teachnologies),	10µg	del	vector	pReceiver-Lv101	portador	
del	 cDNA	 de	 PMM2,	 5µg	 del	 vector	 pCMv-dR8.74	 	 (empaquetador)	 y	 5µg	 del	 vector	 pMD2.G	















Tabla 4.	 PMOs	 ultilizados	 en	 el	 tratamiento	 de	 células	 derivadas	 de	 pacientes.	 El	 nucleótido	 subrayado	 representa	 la	
localización	de	la	mutación.
3.2.10. Medida de citotoxicidad
	 La	 cuantificación	 de	 la	 citotoxicidad	 de	 los	 compuestos	 se	 llevó	 a	 cabo	 sembrando	 104 
fibroblastos	control	en	placa	p96.	A	las	24	horas	se	añadieron	los	compuestos	y	se	incubaron	durante	
48	horas.	La	medida	de	viabilidad	celular	se	realizó	con	el	kit	CellTiter 96® AQueous One Solution Cell 
Proliferation Assay	(Promega)	siguiendo	las	instrucciones	del	proveedor.	La	medida	de	la	absorbancia	
a	490	nm	se	realizó	en	un	lector	FLUOstar OPTIMA	(BMG	LABTECH).









3.2.12. Separación electroforética de proteínas en geles SDS-PAGE
	 Los	extractos	de	proteína	total	procedentes	de	fibroblastos	y	 linfoblastos	fueron	obtenidos	
mediante	 choque	 térmico,	 3	 ciclos	 37°C-N
2
	 líquido,	 en	 tampón	 fosfato	 e	 inhibidor	 de	 proteasas	
Complete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail	 (Roche).	En	algunos	casos	se	procedió	a	 lisar	
las	células	con	 tampón	de	 lisis,	 tritón	1%,	glicerol	10%,	NaCl	150	mM,	Tris	HCl	10	mM,	pH	7,5	e	
Tools),	 se	 sembraron	 células	 derivadas	 del	 paciente	 en	 placas	 P6,	 P12	 o	 P24,	 dependiendo	 del	
experimento.	 A	 las	 24h	 se	 añadió	 el	 PMO	específico	 diseñado	por	 la	 casa	 comercial	Gene	 Tools	










de	DTT	1	mM,	el	 correspondiente	 tampón	de	carga	NuPAGE LDS Sample Buffer 4x	 (Invitrogen)	y	
siendo	hervidas	durante	5	minutos.





molecula	Prosieve Color Protein Marker (Lonza).
3.2.13. Tinción de geles SDS-PAGE con azul de Coomassie
	 Se	empleó	una	disolución	de	azul	de	Coomassie	R-250	al	2%	para	teñir	los	geles	SDS-PAGE,	
durante	20	minutos	y	se	destiñeron	con	una	disolución	2:2:0,5	metanol:	agua:	ácido	acético.
3.2.14. Electrotransferencia e inmunodetección de proteínas 
	 Tras	la	electroforesis,	los	geles	SDS-PAGE	se	electrotransfirieron	a	membranas	de	nitrocelulosa	
(Whatman)	con	el	equipo	Mini Protean III	(BioRad)	durante	1	hora	a	100	V	o	con	el iBlot System,	con	






















G-8000	y	el software Quantity One	(BioRad).
3.2.15. Aislamiento de mitocondrias
	 La	 extracción	 de	 mitocondrias	 de	 linfoblastos	 derivados	 de	 paciente	 se	 realizó	 por	
homogenización	y	centrifugación	diferencial	a	4°C	en	una	solución	sacarosa	25	mM,	Tris-HCl	10	mM,	











secundarios	unidos	cada	uno	a	un	fluoróforo	diferente,	anti-Rabbit Alexa 488	 (Invitrogen)	y	anti-
Mouse Alexa 594 (Invitrogen),	diluidos	1:500	en	solución	de	bloqueo.	Tras	esta	incubación,	se	lavaron	
con	PBS	y	se	procedió	a	la	tinción	de	los	núcleos	celulares	con	DAPI	(Merk)	diluido	1:2.500	en	PBS	
durante	5	minutos.	Finalmente,	se	deshidrataron	con	etanol	y	se	montaron	con	el	medio	de	montaje	





	 El	análisis	posterior	de	las	imágenes,	así	como	su	cuantificación	se	realizó	con	el	software Fiji 
(http://fiji.sc/Fiji).
3.2.17. Expresión de la proteína PMM2 en un sistema procariota
	 Las	proteínas	PMM2	humana	y	de	ratón	se	expresaron	en	E.coli	(BL21 Star™DE3 One Shot® de 
Invitrogen).	Las	bacterias	fueron	transformadas	con	el	plásmido	correspondiente	(apartado	3.1.4),	
tanto	WT	como	 los	portadores	de	 las	distintas	mutaciones	y	 se	 indujo	 su	expresión	mediante	el	
medio	 TYM	 (modificado	del	método	de	autoinducción	de	 Studier,	 2005,	 sustituyendo	N-Z-amina	
por	 triptona)	 durante	 toda	 la	 noche.	 Las	 bacterias	 fueron	 recolectadas	mediante	 centrifugación,	
resuspendidas	en	Hepes	20	mM,	KCl	25	mM,	DTT	1	mM	e	inhibidor	de	proteasas	1X	Complete Mini 
EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail	(Roche),	sonicadas	y	finalmente	centrifugadas.




NaCl	0,5	M,	 tampón	 fosfato	 sódico	20	mM,	pH	7,4	 y	 la	proteína	 fue	eluida	 con	un	gradiente	de	
imidazol	de	10mM	a	1M.	Posteriormente,	para	obtener	la	forma	dimérica,	la	proteína	obtenida	de	la	
cromatografía	de	afinidad,	fue	entonces	cargada	en	una	columna	de	exclusión	molecular	Superdex 
200 HiLoad 16/60 (GE	Healthcare)	utilizando	un	tampón	Hepes	20	mM,	NaCl	0,2	M	pH	7,5.	El	pico	
eluido	correspondiente	a	la	forma	dimérica	de	PMM2	fue	recogido	y	guardado	a	-70°C	para	futuros	
experimentos.	 Esta	 columna	 fue	previamente	 calibrada	 con	el	kit for Molecular Weights 12,000-
200,000 for gel filtration chromatography (Sigma).	Para	corroborar	la	presencia	de	la	proteína	pura	




3.2.19. Medida de la actividad de PMM2









	 Debido	 a	 la	 baja	 expresión	 de	 la	 proteína	 PMM2	 endógena	 en	 fibroblastos	 y	 a	 la	 baja	
reproducibilidad	del	método	de	actividad,	decidimos	introducir	una	serie	de	cambios	en	el	método	















3.3.20. Differential scanning fluorimetry (DSF)
	 La	estabilidad	de	 los	mutantes	de	PMM2,	así	 como	su	estabilización	 inducida	por	 la	unión	






Hepes	20	mM,	NaCl	200	mM	y	SYPRO Orange 5X,	en	una	placa	LightCycler Multiwell Plate 96	(Roche)	
y	posteriormente	se	analizaron	en	el	equipo.	
	 En	 el	 caso	 del	 rastreo	 de	 compuestos	 procedentes	 de	 la	MyriaScreen Diversity Collection 











3.2.21. Síntesis in vitro de la proteína PMM2 y estudio del perfil de degradación
	 La	síntesis	de	la	proteína	PMM2	humana	y	de	ratón	para	el	estudio	de	su	perfil	de	degradación	
se	llevó	a	cabo	mediante	el	sistema	de	transcripción	y	traducción	in vitro,	Transcription-Translation 
System RTS 100 E.coli HY kit	(5	PRIME),	siguiendo	las	indicaciones	del	proveedor.	A	la	mezcla	se	le	
añadió	500ng	del	vector	correspondiente	y	tras	30	minutos	de	incubación	a	30°C	en	el	caso	de	la	
proteína	PMM2	humana,	y	60	minutos	en	el	caso	de	la	Pmm2	de	ratón,	la	reacción	fue	parada	con	
1µl	de	DNasa	y	1µl	de	RNasa	 (1	mg/mL).	Esta	 reacción	se	 incubó	a	37°C	y	 se	 fueron	 recogiendo	
muestras	de	1,5µl	a	diferentes	tiempos.	Estas	muestras	fueron	separadas	posteriormente	mediante	
electroforesis	 en	 geles	 SDS-PAGE	 y	 la	 proteína	 PMM2	 inmunodetectada	 como	 se	 ha	 descrito	
anteriormente	(apartado	3.2.12	y	3.2.14).




Figura 7.- Base teórica del método 
Differential scanning fluorimetry (DSF). 
Representación	 esquemática	 de	 la	







3.2.22. Soporte informático y análisis in silico
	 Las	secuencias	tanto	de	los	cDNAs	como	de	los	gDNAs	de	los	genes	PMM2,	Pmm2,	ALDH7A1 
y	 TMEM165 fueron	 obtenidas	 mediante	 búsqueda	 informática	 en	 las	 bases	 de	 datos	 públicas	
Ensembl	(http://www.ensembl.org/index.html)	y	GenBank	de	NCBI	(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).	
Las	mutaciones	reportadas	en	cada	gen	se	consultaron	en	la	base	de	datos	HGMD	(Stenson	et al., 
2014)	(Human Gene Mutation Database® Professional release	2014.3,	www.hgmd.cf.ac.uk)	y	para	
su	nomenclatura	se	han	seguido	las	recomendaciones	del	HGVS	(Human Genome Variation Society,	
http://www.hgvs.org).	 La	numeración	nucleotídica	está	basada	en	 la	 secuencia	de	 referencia	del	





secuencia	se	realizó	mediante		los	programas	informáticos,	Splice Site Prediction	de	BDGP	(Berkeley 
Drosophila Genome Project,	 http://www.fruitfly.org/seq_tools/other.html),	 HSFinder v2.4 (http://
www.umd.be/HSF/)	 (Desmet	et al.,	2009)	y	el	programa	AST	(Analyzer Splice Tool,	http://ibis.tau.
ac.il/ssat/SpliceSiteFrame.htm).
	 La	visualización	de	la	estructura	tridimensional	de	la	proteína	PMM2	así	como	la	localización	










de	 las	proteínas.	 Los	 términos	energéticos	que	tiene	en	 cuenta	el	programa	han	 sido	 calculados	
usando	 datos	 empíricos	 de	 experimentos	 de	 ingeniería	 de	 proteínas.	 Para	 una	 descripción	más	
detallada consultar	 Schymkowitz	et al.,	2005a;	Schymkowitz	et al.,	2005b	y	http://foldx.crg.es.	El	

















4.1. CARACTERIZACIÓN DE MUTACIONES DE SPLICING
	 En	esta	primera	parte	del	 trabajo	se	describe	el	estudio	 funcional	de	dos	mutaciones,	una	
exónica	y	otra	intrónica	interna,	las	cuales	afectan	al	proceso	de	splicing,	en	dos	genes	cuyo	defecto	
es	causante	de	enfermedad,	ALDH7A1	causante	de	PDE	y	TMEM165	causante	de	TMEM165-CDG.









Figura 8. Análisis del perfil transcripcional del paciente con PDE portador de la mutación c.75C>T en homocigosis 












Figura 9. Estudio funcional de la mutación c.75C>T identificada en el gen ALDH7A1 en un sistema ex vivo de minigenes. 






















4.1.2. Estudio funcional de una mutación intrónica interna detectada en el gen TMEM165














Figura 10. Análisis del perfil transcripcional del paciente con TMEM165-CDG portador de la mutación c.792+182G>A 






















Figura 11. Estudio funcional de la mutación c.792+182G>A identificada en el gen TMEM165 en un sistema ex vivo de 
minigenes. A)	Representación	de	la	construcción	incluyendo	parte	del	intrón	3,	el	exón	4	y	la	parte	del	intrón	4	a	estudio	





4.2. APROXIMACIÓN TERAPÉUTICA PARA MUTACIONES DE SPLICING. APLICACIÓN DE UNA 
TERAPIA ESPECÍFICA CON OLIGONUCLEÓTIDOS ANTISENTIDO
 Tras	el	 análisis	 funcional	de	dos	mutaciones	que	afectan	al	 proceso	de	 splicing,	 aplicamos	
sobre	ellas	una	 terapia	específica	con	oligonucleótidos	antisentido	que	modifican	el	splicing	tipo	
morfolino	 (PMO),	 con	 el	 fin	de	bloquear	 el	 nuevo	 sitio	 críptico	de	 splicing	 generado	o	 activado,	
impidiendo	así	la	unión	de	la	maquinaria	de	splicing	y	forzándola	a	unirse	al	sitio	de	splicing natural 
que	permanece	intacto.	
4.2.1. Aplicación de una terapia antisentido sobre una mutación exónica detectada en el 
gen ALDH7A1
 En	el	caso	de	la	mutación	c.75C>T	detectada	en	el	gen	ALDH7A1 causante de la deleción de 
35pb	del	exón	1,	se	empleó	un	PMO	de	secuencia	5’	CCCAGCTTCCATTATACACACCCTC	3’,	dirigido	
específicamente	contra	la	mutación	(marcada	en	negrita)	para	bloquear	el	nuevo	sitio	donador	de	





24	 horas	 mostraron	 una	 recuperación	 secuencia	 y	 dosis	 específica,	 pudiéndose	 observar	 una	
recuperación	prácticamente	total	a	50	µM	(Figura	12A).	El	estudio	de	la	antiquitina	(ATQ),	proteína	
codificada	por	el	gen	ALDH7A1,	mediante	Western blot,	 	mostró	 la	 falta	 total	de	proteína	en	 los	
linfoblastos	del	paciente	y	la	recuperación	de	la	misma	tras	el	tratamiento	con	el	PMO	durante	48	
horas,	tanto	en	el	extracto	celular	total,	como	en	el	citoplasma	y	en	la	mitocondria	aislada	(Figura	
12B),	localización	de	la	proteína	sugerida	por	otros	autores	(Wong et al., 2010).
60
Resultados
4.2.2. Aplicación de una terapia antisentido sobre una mutación intrónica interna 
detectada en el gen TMEM165














Figura 12. Terapia antisentido en linfoblastos derivados del paciente portador de la mutacion c.75C>T en homocigosis 














	 Por	 último,	 para	 cuantificar	 esta	 recuperación	 y	 determinar	 la	 localización	 de	 la	 proteína	
recuperada,	se	llevó	a	cabo	una	inmunofluorescencia	de	TMEM165,	así	como	del	marcador	de	Golgi	











Figura 13. Análisis del perfil transcripcional tras una terapia antisentido en fibroblastos derivados del paciente portador 







Figura 14. Estudio de la expresión proteica de TMEM165 tras la aplicación de una terapia antisentido en fibroblastos 










4.3. CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL DE MUTACIONES MISSENSE DETECTADAS EN EL GEN 
















2012).	 Esta	 última	mutación	 es	 análoga	 a	 la	 mutación	 descrita	 en	 humanos,	 p.R141H,	 también	




p.V44A,	 p.D65Y,	 p.R162W	 y	 p.T237M	 en	 un	 sistema	 eucariota	 en	 condiciones	 permisivas	 de	
plegamiento	(28°C).
4.3.1. Análisis funcional de mutantes de PMM2 en un sistema procariota
4.3.1.1. Estudio del perfil de oligomerización de los mutantes de PMM2
	 Los	 diferentes	 estados	 de	 oligomerización	 de	 los	 mutantes	 fueron	 analizados	 mediante	
cromatografía	de	exclusión	molecular.	Tanto	la	proteína	WT	como	los	mutantes,	fueron	purificados,	
primero	mediante	 cromatografía	 de	 afinidad	 gracias	 a	 su	 fusión	 con	 la	 etiqueta	 de	 6	 Histidinas	
































comparado	 con	 la	proteína	Pmm2	WT	 (Figura	15B	y	 Tabla	5).	 El	mutante	p.R137H	de	Pmm2,	 se	
comportó	de	manera	similar	a	su	análogo	humano,	mostrando	abundancia	de	agregados	(Figura	15	
A,	15B	y	15C	y	Tabla	5).	


















	 Los	 resultados	 obtenidos	 del	 ensayo	 de	 actividad	 de	 la	 proteína	 pura	 dimérica	 PMM2	





































4.3.1.4. Estudio del perfil de degradación de los mutantes de PMM2 
	 Para	profundizar	en	el	estudio	de	la	estabilidad	de	los	mutantes,	se	llevó	a	cabo	el	análisis	de	






















Figura 18. Perfil de degradación de los mutantes de PMM2 humana y de Pmm2 de ratón expresados mediante un 







4.3.2. Estudio de la actividad y la cantidad de proteína de mutantes de PMM2 en un 
modelo celular de enfermedad en condiciones permisivas de plegamiento 
	 Debido	a	la	baja	expresión	de	la	proteína	PMM2	en	fibroblastos	y	a	que	no	es	buen	modelo	














	 Cabe	destacar	 que	no	 fue	posible	 detectar	 aumento	de	 actividad	de	 los	mutantes	 p.V44A	
y	 p.D65Y	 incubados	 en	 codiciones	 permisivas,	 mediante	 las	 condiciones	 estándar	 del	 esayo	 de	
actividad,	por	lo	que	procedimos	a	incrementar	el	tiempo	de	incubación	del	ensayo	de	actividad	con	
estos	mutantes	y	poder	así	detectar	el	aumento	(Figura	19A).
Figura 19. Actividad de PMM2 y cantidad de proteína en condiciones permisivas de plegamiento (28°C) en un modelo 
celular de enfermedad. A)	 Representación	de	 la	actividad	de	PMM2	del	extracto	 celular	de	fibroblastos	derivados	de	
pacientes	transfectados	de	manera	estable	con	la	mutación	a	estudio,	incubados	a	37°C	y	a	28°C.	La	actividad	en	mU/mg	de	
proteína	de	la	línea	control	(C)	transfectada	de	manera	estable	con	la	proteína	WT	fue	considerada	1.	Los	resultados	reflejan	




4.3.3. Estudio in silico de mutaciones missense detectadas en PMM2
4.3.3.1. Predicción del efecto de las mutaciones missense sobre la estabilidad de PMM2 mediante 
el algoritmo computacional FoldX
	 Con	la	finalidad	de	obtener	datos	adicionales	del	efecto	de	la	mutaciones		missense estudiadas 
sobre	la	estabilidad	de	la	proteína	PMM2,	se	realizó	un	estudio	in silico	de	las	mismas,	utilizando	el	
algoritmo	 computacional	 FoldX	 con	 la	 estructura	 cristalográfica	de	 la	 proteína	 PMM2	disponible	
en	la	base	de	datos	pública	Protein Data Bank	 (www.pdb.org)	con	número	de	acceso	2AMY.	Este	











p.F118L	de	 ratón	 con	 su	ortólogo	humano,	p.F122L.	 Los	 resultados	mostraron	una	diferencia	de	
energía	libre	de	0,81Kcal/mol	respecto	al	WT	(Tabla	5),	indicando	cierta	inestabilidad,	contradiciendo	
lo	detectado	experimentalmente.	
4.3.3.2. Análisis estructural de las mutaciones missense detectadas en PMM2












	 El	 análisis	 estructural	 de	 las	mutaciones	 estudiadas	 en	 este	 trabajo	 ya	 había	 sido	descrito	






	 De	 nuevo,	 debido	 a	 la	 falta	 de	 la	 proteína	 Pmm2	 cristalizada	 se	 ha	 realizado	 el	 análisis	
estructural	 de	 la	mutación	 p.F118L	 de	 Pmm2	de	 ratón,	 con	 su	 análogo,	 p.F122L,	 en	 la	 proteína	
humana	cristalizada.	El	residuo	Phe122	está	situado	en	uno	de	los	extremos	de	la	 lámina	β6	que	
forma	parte	del	cap.	Este	residuo	parece	contribuir	al	mantenimiento	de	un	core	hidrofóbico	en	la	
interfaz	de	dimerización	necesario	para	la	misma	(Silvaggi et al., 2006). 
	 Teniendo	 en	 cuenta	 todos	 los	 resultados	 obtenidos	 del	 estudio	 funcional	 de	 mutaciones	
missense humanas	detectadas	en	PMM2	en	un	sistema	procariota	y	en	un	sistema	eucariota,	así	




	 Respecto	a	 los	mutantes	estudiados	de	Pmm2	de	 ratón,	p.R137H	 se	 comporta	de	manera	





















































































































































4.4. APROXIMACIONES TERAPÉUTICAS EN PMM2-CDG ENFOCADAS A LA ESTABILIZACIÓN 
DE MUTANTES 
	 Los	 resultados	 descritos	 el	 apartado	 anterior,	 los	 cuales	 evidencian	 que	 los	 mutantes	
estudiados	 presentan	 afectada	 la	 estabilidad,	 junto	 con	 lo	 descrito	 anteriormente	 (Andreotti 





los reguladores de la proteostasis (PRs).	De	esta	manera,	pensamos	que	la	búsqueda	y	evaluación	
de	este	tipo	de	compuestos	que	estabilicen	a	los	mutantes	de	PMM2	podría	ser	una	aproximación	
terapéutica	nueva	y	prometedora	para	pacientes	PMM2-CDG,	ya	que	la	mayoría	son	portadores	de	
una	mutación	que	afecta	al	plegamiento	de	la	proteína	(Perez et al., 2011;	Vega	et al.,	2011). 
4.4.1. Búsqueda de chaperonas farmacológicas (PCs) para PMM2-CDG y evaluación de su 
efecto.
	 La	primera	aproximación	terapéutica	desarrollada	en	este	trabajo	enfocada	a	la	estabilización	
de	 mutantes,	 ha	 sido	 la	 búsqueda	 de	 PCs	 que	 estabilicen	 específicamente	 a	 los	 mutantes	 de	
plegamiento	identificados	en	pacientes	PMM2-CDG	mediante	la	estrategia	del	rastreo	de	una	librería	
comercial	de	compuestos	químicos.
4.4.1.1. Rastreo de una librería de chaperonas farmacológicas
	 Esta	parte	de	trabajo	fue	realizada	por	el	grupo	Biorecognition de	la	Dra.	Aurora	Martínez,	
en	 la	Universidad	de	Bergen,	Noruega.	 Se	analizaron	10.000	compuestos	de	 la	 librería	 comercial	
MyriaScreen Diversity Collection	mediante	DSF	con	 la	proteína	PMM2	WT	homodimérica	pura.	A	
partir	de	las	curvas	obtenidas	se	determinó	la	∆Tm,	diferencia	entre	la	Tm	de	la	PMM2	en	presencia	
de	cada	compuesto	a	una	concentración	final	de	80	µg/mL	(320	µM	-	170	µM)	y	la	Tm	de	la	proteína	










Figura 21. Gráficas de DSF de seis de los compuestos seleccionados mediante el rastreo de chaperonas farmacológicas. 
Perfiles	de	desnaturalización	termal	representativos	de	la	proteína	PMM2	WT	homodimérica	incubada	con	DMSO	(línea	
gris)	 comparada	 con	 la	proteína	 incubada	 con	 cada	uno	de	 los	 compuestos	 (línea	azul).	 Las	 curvas	 fueron	 suavizadas,	
normalizadas	y	analizadas	con	un	programa	casero	desarrollado	para	tal	fin	(Laboratorio	Dra.	Aurora	Martínez;	Universidad	
de	Bergen,	Noruega).	 La	∆Tm	es	 la	diferencia	entre	 la	Tm	de	 la	PMM2	en	presencia	de	cada	compuesto	y	 la	Tm	de	 la	
proteína	en	presencia	de	DMSO	(disolvente	de	los	compuestos).	En	la	parte	inferior	de	cada	figura	también	se	representa	
la	curva	sin	escalar.	T[C]:	Temperatura	en	°C.	
4.4.1.2. Análisis del efecto de los compuestos seleccionados sobre la estabilidad y actividad de 
PMM2 en un sistema procariota




 4.4.1.2.1. Efecto de los compuestos sobre la actividad de la PMM2 WT 





































































































































































































































































	 Los	 resultados	 mostraron	 sólo	 un	 leve	 incremento	 significativo	 de	 la	 actividad	 de	 PMM2	
WT incubada	 con	C2,	 C12	 y	C10	a	 13	µg/mL	 los	 dos	primeros	 y	 a	 20	µg/mL	el	 último.	A	 rasgos	
generales,	las	concentraciones	testadas	más	elevadas,	80	µg/mL	(concentración	a	la	que	se	realizó	el	
rastreo	de	compuestos)	y	40	µg/mL,	y	la	menor	concentración,	10	µg/mL,	no	ejercen	ningún	efecto	






de	 la	proteína	PMM2	WT purificada	y	por	 lo	 tanto,	previamente	plegada,	 se	decidió	estudiar	 su	
efecto	sobre	la	proteína	durante	su	proceso	de	plegamiento.	De	esta	manera,	se	incubaron	bacterias	
sobreexpresando	la	PMM2	WT con	los	compuestos	a	40	µM	(		 ̴13	µg/mL)	y	a	80	µM	(		 ̴20	µg/mL),	
durante	su	crecimiento	y	posteriormente	se	analizó	la	actividad	enzimática.	

























































































































































































































































 4.4.1.2.2. Efecto de los compuestos sobre la estabilidad de PMM2 WT mediante DSF.
	 Debido	a	la	observación	del	efecto	inhibitorio	sobre	la	actividad	de	PMM2	WT	pura	de	alguno	
de	 los	 compuestos	 a	 la	 concentración	a	 la	que	 se	 realizó	el	 rastreo	de	PCs,	 80	µg/mL	 (rango	de	
molaridad	de	entre	320	µM	y	170	µM),	se	procedió	a	realizar	de	nuevo	el	estudio	de	estabilidad	
térmica	mediante	 DSF con	 la	 proteína	WT	 a	 las	 concentraciones	 no	 inhibitorias	 descritas	 en	 el	
apartado	anterior,	40	µM	(		̴13	µg/mL)	y	a	80	µM	(		̴20	µg/mL).
	 Los	resultados	mostraron	que	a	estas	concentraciones,	no	todos	los	compuestos	seleccionados	























































































































































































































































































































 4.4.1.2.3. Estudio del efecto de los compuestos sobre la estabilidad de mutantes de PMM2  
 mediante DSF
	 Una	 vez	 seleccionados	 los	 compuestos	 para	 continuar	 con	 su	 validación,	 se	 procedió	 al	






























Figura 24. Efecto de los compuestos C1, C4, C9, C12, C14 y C15 sobre la estabilidad termal del WT y de los mutantes p.V44A, 








































































































































































































 4.4.1.2.4. Estudio del efecto de los compuestos sobre la estabilidad de PMM2 WT y 








4.3.1.4.,	 la	 síntesis	 de	 la	 proteína	 mediante	 un	 sistema	 acoplado	 de	 transcripción	 y	 traducción 




Figura 25. Perfiles de degradación representativos de PMM2 WT y de los mutantes, p.D65Y, p.P113L, p.R162W y p.T237M 

























Figura 26. Efecto de los compuestos C1, C4, C8, C9, C12, C14 y C15 sobre la estabilidad de PMM2 WT y de los mutantes 














4.4.1.3. Análisis del efecto de los compuestos seleccionados sobre la actividad de PMM2 WT y 










y	 transcurrido	ese	tiempo,	se	 realizó	el	ensayo	de	actividad.	Los	 resultados	obtenidos	mostraron	




compuesto,	variando	este	 incremento	entre	1,2	y	1,6	veces	 respecto	a	su	actividad	basal	 (Figura	




Figura 27. Actividad de PMM2 de fibroblastos de una línea control y dos líneas de pacientes transfectados de manera 
estable con la proteína WT o con la mutación a estudio (p.R162W y p.T237M) respectivamente e incubados con C1, 









4.4.2. Evaluación del efecto de reguladores de la proteostasis (PRs) sobre la actividad de 
PMM2
	 Esta	 parte	 de	 trabajo	 ha	 sido	 realizada	 en	 colaboración	 con	 el	 grupo	 Cell and Protein 
Engineering	 bajo	 la	 supervisión	 de	 la	 Dra.	 Laura	 Segatori,	 en	 la	Rice University,	 Houston,	 EEUU.	
Los	PRs testados	fueron	celastrol,	MG132	y	carbenoxolona	(CBX).	Celastrol	ha	sido	descrito	como	
inhibidor	de	la	actividad	del	proteasoma,	así	como	inductor	de	la	HSR	en	el	citosol	y	UPR	en	el	RE	
(Hansen	et al., 2011;	Kannaiyan	et al.,	2011;	Mu	et al.,	2008b;	Salminen	et al.,	2010;	Yang	et al., 
2014),	MG132	es	un	inhibidor	del	proteasoma,	lo	que	conlleva	la	posterior	activación	de	la	HSR y	
UPR (Bush	et al., 1997;	Kim	et al., 1999;	Kim	et al.,	2011;	Mu	et al.,	2008b)	y	CBX	es	un	inductor	de	la	




ayudando	a	aumentar	 la	cantidad	de	proteína	PMM2	disponible	para	que	ejerzan	su	 función	 las	
chaperonas	moleculares.	
	 Es	necesario	puntualizar	que	 los	datos	mostrados	son	datos	preliminares	y	es	necesaria	 la	
consideración	de	repeticiones	de	algunos	puntos	y	el	testaje	de	estos	compuestos	sobre	la	proteína	
WT	y	sobre	otros	mutantes.
4.4.2.1 Análisis del efecto de los PRs sobre la actividad de mutantes de PMM2 en un modelo 
celular de enfermedad
	 En	 esta	 parte	 del	 trabajo	 se	 emplearon	 de	 nuevo	 las	 líneas	 P1	 y	 P2	 sobreexpresando	 los	
mutantes	 de	 plegamiento	 p.R162W	 y	 p.T237M	 respectivamente	 descritas	 en	 el	 apartado	 4.3.2.	
Estas	dos	líneas	fueron	incubadas	con	los PRs,	celastrol,	MG132	y	CBX	a	diferentes	concentraciones	
durante	48	horas	y	tras	ese	tiempo,	se	llevó	a	cabo	el	ensayo	de	actividad.
	 Los	 resultados	 preliminares	mostraron	 un	 aumento	 significativo	 de	 la	 actividad	 en	 ambas	
líneas	celulares	portadoras	de	los	mutantes	p.R162W	y	p.T237M	respectivamente,	incubadas	con	
celastrol	a	0,4	µM	y	0,6	µM,	variando	este	incremento	entre	3,2	y	1,7	veces	respecto	a	su	actividad	
basal.	 La	 actividad	 del	 mutante	 p.R162W	 también	 aumentó	 significativamente	 al	 incubarlo	 con	
celastrol	a	0,1	µM	y	0,25	µM,	con	MG132	a	25	nM,	75nM	y	100	nM	y	con	CBX	a	0,5	µM	(Figura	28A).
	 La	mayor	 recuperación	de	actividad	en	ambas	 líneas	 celulares	 fue	 con	 celastrol	 a	0,4	µM,	





Figura 28. Actividad de PMM2 de fibroblastos de pacientes transfectados de manera estable con la mutación a 











	 La	baja	prevalencia	de	 las	enfermedades	raras	consideradas	de	manera	 individual,	dificulta	
su	diagnóstico,	el	entendimiento	de	la	fisiopatología	de	la	enfermedad	y	el	desarrollo	de	posibles	
tratamientos.	 La	 caracterización	 funcional	 específica	 de	 las	 mutaciones	 descritas	 causantes	
de	 enfermedad,	 nos	 posibilita	 su	 clasificación	 y	 la	 búsqueda	 de	 aproximaciones	 terapéuticas	
generalizadas	basadas	en	el	mecanismo	de	acción	de	las	mutaciones,	 lo	que	reduce	el	esfuerzo	y	
aumenta	la	eficacia	de	la	búsqueda,	disminuyendo	de	esta	manera	los	costes.	Además,	el	hecho	de	
que	en	determinadas	ocasiones	estos	defectos	 funcionales	 sean	 compartidos	 con	enfermedades	







5.1. CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL DE MUTACIONES QUE AFECTAN AL PROCESO DE 


















de	 las	mutaciones	 que	 afectan	 al	 proceso	 de	 splicing.	 Respecto	 a	 las	mutaciones	 que	 provocan	
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la	 inserción	de	un	pseudoexón,	como	ocurre	con	 la	mutación	detectada	en	el	gen	TMEM165, su 
estimación	es	de	entre	un	2%	y	un	7%	del	total	de	los	alelos	mutantes	(Gurvich et al.,	2008;	Pros et 
al.,	2009).	Respecto	a	las	mutaciones	clasificadas	como	“silenciosas”,	como	la	detectada	en	el	gen	
ALDH7A1, se	estima	que	muchas	de	ellas	e	incluso	algunas	mutaciones	clasificadas	como	missense,	
son	en	realidad	mutaciones	que	afectan	al	proceso	de	splicing (Chamary et al.,	2006;	Lim et al.,	2011;	
Sauna	y	Kimchi-Sarfaty,	2011;	Sterne-Weiler et al.,	2011),	algunas	ya	descritas	como	causantes	de	
enfermedad	(Cartegni et al.,	2002;	Chamary et al.,	2006;	Fernandez-Cadenas et al.,	2003;	O’Driscoll 
et al.,	2003;	Santoro et al.,	2007),	incluso	otra	mutación	“silenciosa”	ha	sido	identificada	en	el	mismo	
gen,	ALDH7A1 (Salomons et al.,	2007).	Se	han	realizado	algunas	estimaciones	concretas	analizando	
el	exón	9	y	12	del	gen	CFTR	que	mostró	que	hasta	una	de	cada	cuatro	mutaciones	silenciosas	eran	





más	eficaz	(Chandrasekharappa et al.,	2013;	Flanagan et al.,	2013;	Webb et al.,	2012).
	 El	estudio	del	perfil	 transcripcional	 junto	con	el	apoyo	de	 las	herramientas	bioinformáticas	




aislando	las	variables	del	contexto	genómico	en	el	que	se	encuentran	mediante	un	sistema	ex vivo de 
minigenes,	incluso	en	el	caso	de	la	mutación	detectada	en	el	gen	TMEM165	se	ha	podido	confirmar	
que	es	la	causante	de	la	deleción	del	exón	4.
	 En	 el	 caso	 de	 la	mutación	 c.75C>T	 detectada	 en	 el	 gen	ALDH7A1, su	 patogenicidad	 viene	
dada	por	la	generación	de	un	nuevo	sitio	5’	de	splicing	y	en	el	caso	de	la	mutación	c.792+182G>A,	
detectada en el gen TMEM165,	por	 la	activación	de	un	nuevo	sitio	5’	de	splicing causada por el 
aumento	de	complementariedad	de	la	región	con	la	U1	snRNP	provocada	por	la	mutación,	pasando	
de	7	a	8	de	las	9	posibles	bases	apareadas,	además	del	aumento	en	bases	apareadas	consecutivas,	
lo	que	 incrementa	 la	probabilidad	de	que	ese	 sitio	de	splicing	 sea	 reconocido	por	 la	maquinaria	










son	necesarias	entre	85	y	113	pb	de	mRNA	lineal	para	su	ensamblaje	(Sasaki-Haraguchi et al.,	2012). 
	 Desde	 un	 punto	 de	 vista	 terapéutico,	 las	 dos	 mutaciones	 estudiadas,	 responsables	 de	 la	
generación	de	un	sitio	críptico	en	un	exón	o	de	 la	 inclusión	de	un	pseudoexón,	son	 idóneas	para	
la	aplicación	de	una	terapia	con	SSOs,	ya	que	los	sitios	naturales	de	splicing	permanecen	intactos	






aparato	de	Golgi	donde	probablemente	sea	funcional	(Demaegd et al.,	2013;	Rosnoblet et al.,	2013). 
	 Esta	terapia	ha	sido	ampliamente	utilizada	para	la	exclusión	de	pseudoexones	en	células	de	
pacientes	y	en	modelos	animales	de	otras	enfermedades	(Dhir	y	Buratti,	2010;	Havens et al.,	2013)	
incluidas	EMH	como	acidemia	propiónica	(Rincon et al.,	2007),	aciduria	metilmalónica	(Perez et al.,	
2009),	PMM2-CDG	(Vega et al.,	2009),	deficiencia	de	6-piruvoil-tetrahidrobiopterina	sintasa	(PTPS)	
(Brasil et al.,	2011)	y	la	enfermedad	de	Niemann-Pick	tipo	C	(Rodriguez-Pascau et al.,	2009). 
	 Por	otro	lado,	los	resultados	obtenidos	en	el	caso	del	gen	ALDH7A1	apoyan	el	concepto	de	su	
posible	uso	sobre	mutaciones	exónicas	que	afectan	al	splicing	ya	descrito	en	otras	enfermedades	
como	en	ataxia-telangiectasia	(A-T)	(Du et al.,	2007),	la	enfermedad	de	Pelizaeus-Merzbacher	(Regis 








lo	 que	 resultaría	 prácticamente	 imposible	 el	 desarrollo	 de	 ensayos	 clínicos.	 Además,	 la	 falta	 de	
modelos	animales,	debido	también	a	la	 individualidad	de	las	mutaciones,	así	como	a	la	dificultad	
de	desarrollar	un	modelo	animal	de	mutaciones	intrónicas	internas	debido	a	las	baja	conservación	
de	 estas	 secuencias	 entre	 especies,	 dificulta	 el	 desarrollo	 de	 ensayos	 preclínicos.	 La	 aprobación	
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pacientes,	a	pesar	del	tratamiento	con	piridoxina,	presentan	déficit	cognitivo	(Bok et al.,	2012;	Perez 
et al.,	 2013).	 Como	ya	 se	ha	mencionado,	 tras	 la	 aplicación	 sistémica	de	 los SSO,	no	 se	observa	
efecto	en	el	cerebro,	y	en	 los	casos	en	 los	que	sí	 se	ha	observado,	 las	dosis	necesarias	para	ello	












clínico,	 Fomivirsen	 (Vitravene®)	 para	 el	 tratamiento	 de	 la	 retinitis	 pigmentosa	 inducida	 (Roehr,	
1998)	 y	 recientemente	 la	 FDA	 ha	 aprobado	Mipomersen	 (Kynamro®)	 para	 el	 tratamiento	 de	 la	




al.,	2014;	Goemans et al.,	2011;	Kinali et al.,	2009;	Mendell et al.,	2013;	Voit et al.,	2014;	Zanetta et 
al.,	2014). 
	 En	 resumen,	 este	 trabajo	 añade	 más	 evidencias	 a	 la	 necesidad	 del	 estudio	 del	 perfil	
transcripcional	de	los	pacientes	en	busca	de	posibles	mutaciones	que	afecten	al	proceso	de	splicing 
para	la	obtención	de	un	diagnóstico	completo,	facilitando	así	la	búsqueda	de	terapias	apropiadas.	
En	 el	 caso	de	 TMEM165-CDG,	 para	 la	 cual	 actualmente	no	 existe	 ningún	 tratamiento,	 la	 terapia	
antisentido	podría	haber	sido	aplicada	a	3 de	los	5	pacientes	descritos	(Zeevaert et al.,	2013).	En	
el	caso	de	la	PDE,	actualmente	existe	tratamiento	que	parece	ser	efectivo	para	las	crisis,	pero	no	
suficiente	 para	 asegurar	 el	 desarrollo	 normal	 del	 paciente	 (Bok et al.,	 2012;	 Perez et al.,	 2013). 
El	tratamiento	con	piridoxina	se	centra	en	evitar	sólo	una	parte	de	la	toxicidad	producida	por	los	




la	alta	frecuencia	de	mutaciones	de	splicing descritas en el gen ALDHA1,	20,6	%,	comparado	con	un	
9,1	%	general	(Stenson et al.,	2014)	(HGMD® professional release	2014.3),	sólo	tres	de	las	reportadas	
incluida	la	descrita	en	este	trabajo	(Milh et al.,	2012;	Salomons et al.,	2007),	podrían	beneficiarse	de	
este	tipo	de	terapia,	ya	que	las	demás	afectan	a	los	sitios	naturales	de	splicing.
5.2. CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL DE MUTACIONES MISSENSE DETECTADAS EN EL 




y	 poder	 desarrollar	 terapias	 específicas	 de	 mutación,	 así	 como	 para	 intentar	 determinar	 una	
correlación	 genotipo-fenotipo,	 la	 cual	 actualmente	no	está	 completamente	elucidada	 (Casado et 
al.,	2012;	Giurgea et al.,	2005;	Grunewald et al.,	2001;	Kjaergaard et al.,	1999;	Le	Bizec et al.,	2005;	
Matthijs et al.,	2000;	Matthijs et al.,	1998;	Perez et al.,	2011;	Pirard et al.,	1999b;	Silvaggi et al.,	2006;	















frecuentes,	que	ha	sido	empleado	con	éxito	anteriormente	(Guerois et al.,	2002;	Parthiban et al.,	
2006;	Pey et al.,	2007),	pero	siempre	es	necesaria	su	complementación	experimental.	
	 El	estudio	del	perfil	de	oligomerización	nos	permitió	clasificar	a	los	mutantes	en	3	categorías.	














sistema	de	expresión	con	colas	de	histidinas	fueron	 ligeramente	 inferiores	a	 los	obtenidos	con	 la	
proteína	de	fusión	con	GST	previamente	descritos	(Vega et al.,	2011),	lo	que	pone	de	manifiesto	el	
papel	estabilizador	del	GST,	característica	reportada	para	otras	proteínas	de	 fusión	con	etiquetas	










estudios,	junto	con	el	análisis	estructural	de	las	mutaciones	(Silvaggi et al.,	2006;	Vega et al.,	2011),	







con	 lo	descrito	previamente	(Andreotti et al.,	2013;	Kjaergaard et al.,	1999;	Le	Bizec et al.,	2005;	
Perez et al.,	2011;	Pirard et al.,	1999b;	Silvaggi et al.,	2006;	Vega et al.,	2011;	Vuillaumier-Barrot 
et al.,	 2000),	 sugieren	 que	 PMM2-CDG	 pueda	 ser	 considerada	 una	 enfermedad	 conformacional	
(Gregersen et al.,	2006),	mecanismo	que	ha	sido	asociado	a	otras	EMH	como	fenilcetonuria	(Gamez 
et al.,	2000;	Gjetting et al.,	2001;	Pey et al.,	2003),	fibrosis	quística	(Farinha	y	Amaral,	2005;	Lukacs	
y	Verkman,	2012),	algunas	enfermedades	lisosomales	(Fan et al.,	1999;	Futerman	y	van	Meer,	2004;	
Mu et al.,	2008b;	Schmitz et al.,	2005),	defectos	en	la	oxidación	de	los	ácidos	grasos	(Gregersen	y	
Olsen,	2010;	O’Reilly et al.,	2005;	Pedersen et al.,	2003)	y	la	aciduria	metilmalónica	aislada	tipo	cblB	
(Jorge-Finnigan et al.,	2010),	entre	otras.
	 Además,	en	este	 trabajo	 se	ha	demostrado	 la	posibilidad	de	 recuperación,	en	cantidad	de	
proteína	y	actividad,	de	los	mutantes	p.V44A,	p.D65Y,	p.R162W	y	p.T237M	en	condiciones	permisivas	
de	plegamiento	 (28°C)	 en	un	modelo	 celular	 de	 enfermedad,	 lo	 que	 añade	más	 evidencias	 a	 su	
inestabilidad	(Gamez et al.,	2000;	Pey et al.,	2003),	a	la	posibilidad	de	recuperación	de	estos	mutantes	
y	sugiere	que	una	prometedora	aproximación	terapéutica	sería	aquellas	dirigida	a	la	mejora	de	la	
estabilidad	de	mutantes	inestables	de	PMM2.
	 El	 establecimiento	 de	 una	 correlación	 genotipo-fenotipo	 en	 el	 caso	 de	 PMM2-CDG	 es	
complicado	debido	al	escaso	número	de	homocigotos	descritos,	cuyo	caso	más	llamativo	es	el	del	
alelo	más	frecuente	en	la	población,	p.R141H,	que	no	ha	sido	descrito	en	homocigosis,	sugiriendo	
que	la	falta	total	de	actividad	PMM2	es	incompatible	con	la	vida	(Matthijs et al.,	1998;	Schollen et 
al.,	2000),	lo	que	lleva	a	pensar,	que	sólo	las	mutaciones	suaves	pueden	aparecer	en	homocigosis.	
La	mayoría	de	los	pacientes	PMM2-CDG	son	hemicigotos	funcionales	portadores	de	una	mutación	




p.R162W,	 p.T237M	 o	 p.C241S.	 Algunas	 de	 las	 mutaciones	 menos	 severas	 han	 sido	 asociadas	 a	
fenotipos	más	suaves,	como	en	el	caso	más	claro	del	mutante	p.C241S	(Briones et al.,	2002;	Casado 
et al.,	2012;	de	Lonlay et al.,	2001;	Giurgea et al.,	2005;	Grunewald et al.,	2001;	Westphal et al.,	
2001).	 Sin	 embargo,	 otras	mutaciones	 que	 según	 este	 trabajo	 podrían	 considerarse	mutaciones	
suaves,	 como	p.T237M	o	p.D65Y	descritas	 tanto	en	heterocigosis	 como	en	homocigosis,	o	 como	
p.V44A	 o	 p.R162W	descritas	 sólo	 en	 heterocigosis,	 han	 sido	 asociadas	 a	 un	 amplio	 espectro	 de	
fenotipos	desde	suaves	a	severos	(Briones et al.,	2002;	de	Lonlay et al.,	2001;	Grunewald et al.,	2001;	





etiqueta	GST	que	la	clasificaron	como	suave	(Perez et al.,	2011;	Vega et al.,	2011).	Sin	embargo,	el	
fenotipo	de	estos	pacientes	en	heterocigosis,	en	algunos	casos	clasificado	como	moderado-severo 
(de	Lonlay et al.,	2001;	Grunewald et al.,	2001),	junto	con	nuestros	resultados	que	muestran	una	
gran	afectación	de	la	dimerización,	indican	que	podría	ser	considerada	una	mutación	severa.	
	 Las	 inconsistencias	 descritas	 entre	 el	 genotipo	 y	 el	 fenotipo	pueden	 ser	debidas	 a	 que	en	
las	 enfermedades	 monogénicas	 el	 fondo	 genético	 de	 cada	 paciente	 puede	 estar	 influyendo	 en	




como	 la	 temperatura	 y	 las	 situaciones	 de	 estrés	 (Gregersen,	 2006),	 que	 pueden	 contribuir	 a	 la	
expresión	de	la	enfermedad.	Además,	en	el	caso	de	PMM2,	es	una	enzima	implicada	en	una	ruta	
de	glicosilación	en	 la	que	están	 implicadas	alrededor	de	75	proteínas	 (Freeze et al.,	 2014),	 cuyo	





modelos	 animales	 adecuados.	 En	nuestro	 caso,	 el	 posible	desarrollo	de	 terapias	que	mejoren	el	
plegamiento	 de	 los	mutantes	 de	 PMM2,	 nos	 llevó	 a	 estudiar	 las	mutaciones	 que	 porta	 el	 único	
modelo	 murino	 actualmente	 disponible	 de	 PMM2-CDG,	 que	 podría	 ser	 utilizado	 para	 ensayos	









misma	 (Silvaggi	et al., 2006).	El	 cambio	de	una	 fenilalanina	por	una	 leucina,	ambos	aminoácidos	
hidrofóbicos,	 podría	 no	 estar	 alterando	 ese	 core	 hidrofóbico	 necesario	 para	 la	 dimerización,	 sin	
embargo,	este	cambio	de	un	aminoácido	no	aromático	por	uno	aromático,	podría	estar	provocando	
algún	 pequeño	 cambio	 estructural	 que	 afectara	 a	 la	 posición	 del	 aminoácido	 contiguo,	 Arg123,	
implicado	en	la	unión	al	sustrato	y	en	el	cierre	de	la	estructura core-cap necesarios	para	la	catálisis.	
Además,	mutaciones	en	este	 residuo	adyacente,	como	 la	descrita	en	este	 trabajo,	p.R123Q,	o	 la	
mutación	p.R123G,	parecen	ser	de	naturaleza	catalítica	(Vega	et al, 2011;	Silvaggi	et al.,	2006).
	 Los	resultados	obtenidos	del	estudio	de	las	mutaciones	de	Pmm2	indican	que	este	modelo	
animal	 no	 sería	 un	 modelo	 apropiado	 para	 el	 testaje	 de	 posibles	 aproximaciones	 terapéuticas	
dirigidas	 a	 incrementar	 la	 estabilidad	 de	 los	 mutantes	 de	 plegamiento,	 ya	 que	 ninguna	 de	 las	
dos	mutaciones	que	porta,	presenta	un	defecto	en	 la	estabilidad	sin	presentar	un	defecto	en	 las	
propiedades	catalíticas.
	 En	 resumen,	el	estudio	 funcional	de	mutantes	de	PMM2	realizado	en	este	 trabajo	 sugiere	
que	 PMM2-CDG	 puede	 ser	 considerada	 una	 enfermedad	 conformacional.	 Además,	 el	 desarrollo	
de	este	nuevo	sistema	de	expresión	y	purificación,	establece	una	herramienta	rápida	y	eficaz	para	
la	caracterización	de	mutaciones	missense detectadas en PMM2	con	el	fin	de	desarrollar	terapias	




	 El	 hecho	 de	 que	 PMM2-CDG	 pueda	 ser	 considerada	 una	 enfermedad	 conformacional	
y	 la	 observación	de	 la	 recuperación	de	 algunas	de	 las	mutaciones	 en	 condiciones	permisivas	de	
plegamiento	 reportado	 en	 este	 trabajo,	 junto	 con	 el	 alto	 porcentaje	 de	 mutaciones	 missense 








mutantes	 retengan	 actividad	 residual	 y	 que	 un	 leve	 incremento	 en	 la	 cantidad	 y	 actividad	de	 la	
proteína	 consiga	 generar	 una	 gran	 beneficio	 terapéutico	 (Muntau et al.,	 2014).	 Se	 desconoce	 el	
umbral	de	actividad	enzimática	para	observar	eficiencia	clínica	en	PMM2-CDG,	pero	un	pequeño	
incremento	 podría	 ser	 suficiente	 para	 aliviar	 fenotipos	 severos,	 como	 se	 ha	 observado	 en	 otras	
enfermedades	metabólicas	 (Fan,	2008;	Miyazaki et al.,	2001;	Parenti et al.,	2007;	Schueler et al.,	
2004).





















	 Los	ensayos	de	estabilidad	 realizados	con	 los	mutantes	de	plegamientos	 caracterizados	en	
este	trabajo,	en	los	que	se	observó	un	incremento	de	la	estabilidad	térmica	de	entre	0,7°C	y	45°C	
y	un	aumento	de	 la	vida	media	 relativa	de	entre	1,4	y	5,2	veces	 respecto	a	 su	vida	media	basal	
relativa,	sugieren	que	los	compuestos	seleccionados	no	son	específicos	de	mutante,	característica	
prometedora,	ya	que	muchas	de	las	PCs	reportadas	para	otras	enfermedades	se	han	descrito	como	



















y	produce	un	fenotipo	severo	(Andreotti et al.,	2013;	Kjaergaard et al.,	1999;	Pirard et al.,	1999b;	
Schollen et al.,	2000).	Este	efecto	sobre	 la	estructura	cuaternaria	de	 las	proteínas	 se	ha	descrito	









funcional	más	específica	de	algunos	de	ellos	(Andreotti et al.,	2013;	Kjaergaard et al.,	1999;	Le	Bizec 



















uniéndose	al	 centro	activo	de	 la	misma	o	a	alguna	 cavidad	alostérica	 (Suzuki,	 2014).	 La	mayoría	
de	 las	PCs descritas	hasta	ahora	y	 las	más	eficaces	en	 la	estabilización	de	enzimas,	 son	 ligandos	
que	se	unen	al	sitio	de	unión	del	sustrato.	Este	tipo	de	PCs	ha	sido	ampliamente	estudiado	en	las	





2014;	Patnaik et al.,	2012;	Porto et al.,	2012).	De	los	datos	obtenidos	de	los	ensayos	de	actividad	con	
la	proteína	WT	pura	dimérica,	podríamos	sugerir,	de	los	cuatro	compuestos	que	hemos	testado	en	
el	modelo	celular,	que	C1,	C9	y	C15	podrían	ser	inhibidores,	ya	que	a	altas	concentraciones	parece	






de	 PMM2,	 PMM1,	 ya	 que	 también	 pueden	 estar	 ejerciendo	 algún	 efecto,	 tanto	 positivo	 como	




ser esencial en el desarrollo del ratón (Cromphout et al.,	 2006),	ni	puede	 compensar	 la	 falta	de	





p.F119L	de	PMM2	mediante	uno	de	sus	posibles	cofactores,	la glucosa-1,6-bifosfato	(Andreotti et 
al.,	2013).	Como	ya	se	ha	comentado,	la	unión	a	las	enzimas	de	ligandos	naturales	como	sustratos,	
cofactores,	activadores	o	inhibidores,	ejerce,	normalmente,	un	efecto	estabilizador	sobre	las	mismas 





soluble	 disponible	 para	 que	 la	 PC	 pueda	 unirse	 y	 ejercer	 su	 función	 (Mu et al.,	 2008b;	 Powers 






su	función	debido	a	la	insuficiente	cantidad	de	proteína	soluble	disponible	(Mu et al.,	2008b;	Powers 
et al.,	2009),	lo	que	abre	una	posibilidad	para	el	posible	tratamiento	de	determinados	mutantes	muy	
inestables	de	PMM2	como	p.F207S.
	 En	 este	 trabajo	 se	 han	 evaluado	 tres	 PRs,	 celastrol,	 MG132	 (Mu et al.,	 2008b)	 y	 CBX	
(Kawashima et al.,	 2009)	 en	 un	 modelo	 celular	 sobreexpresando	 las	 mutaciones	 p.R162W	 y	
p.T237M	respectivamente,	como	en	el	caso	de	las	PCs.	Los	resultados	preliminares	obtenidos	son	










	 Para	 conocer	 la	 modulación	 de	 qué	 vías	 de	 la	 red	 de	 proteostasis	 son	 la	 mejor	 opción	






 (Wang et al.,	2013)	o	en	Alzehimer	
(Dimant et al.,	2012).	En	el	caso	de	PMM2	estos	mecanismos	se	desconocen,	a	excepción	de	que	




sería	especialmente	 interesante	en	el	caso	de	 los	mutantes	en	 los	que	se	ha	descrito	una	mayor	
tendencia	 a	 ser	 degradados,	 como	 p.V44A,	 p.D65Y,	 p.R162W	 y	 p.T237M,	 los	 cuales	 han	 sido	
estudiados	funcionalmente	en	este	trabajo.	En	el	caso	del	uso	del	inhibidor	del	proteasoma	MG132,	
si	PMM2	fuera	degradada	por	esta	vía,	evitar	 su	eliminación	aumentaría	 la	cantidad	de	proteína	










algunos	 de	 ellos	 son	 fármacos	 previamente	 aprobados	 para	 su	 uso	 en	 otras	 enfermedades	 (Mu 





espectro de efectos secundarios no intencionados	(Lindquist	y	Kelly,	2011;	Sloan et al.,	2009).	Para	
evitar	un	efecto	tan	general,	se	están	estudiando	pequeñas	compuestos	de	segunda	generación	más	
selectivos	y	específicos,	capaces	de	modular	sólo	determinados	componentes	de	una	vía,	como	por	
ejemplo,	determinadas	chaperonas,	en	vez	de	activar	una	vía	completa	(Chang et al.,	2011;	Evans et 







CDGs	tipo	I,	al	efecto	positivo	del	estrés	de	RE	sobre	la	síntesis	del LLO y	la	N-glicosilación	(Lecca et 











WT,	como	ya	se	ha	empleado	en	otros	casos	 (Calvo et al.,	2010;	 Jorge-Finnigan et al.,	2013;	Pey 
et al.,	 2008).	 Una	 aproximación	 previa	 muy	 prometedora	 sería	 la	 generación	 de	 células	 madre	




un	modelo	celular	más	adecuado	al	que	utilizamos	en	la	actualidad	(Cline et al.,	2012;	Foulquier et 
al.,	2012;	Grunewald et al.,	2001)	y	así	evitar	la	necesidad	de	sobreexpresar	la	proteína	para	poder	
ver	el	efecto	de	los	compuestos.	Esta	aproximación	ya	ha	sido	desarrollada	en	otras	enfermedades	
conformacionales	para	el	testaje	de	chaperonas	químicas	(Shang et al.,	2014),	PCs	(Panicker et al.,	
2014;	Tiscornia et al.,	2013)	y	PRs	(Mehta et al.,	2014).






	 El	 hecho	 de	 que	 los	 pacientes	 PMM2-CDG	 sean	 sintomáticos	 al	 nacer	 (Grunewald,	 2009),	







observa	 en	estos	 pacientes,	 sobre	 todo	durante	 el	 primer	 estadío	de	 la	 enfermedad,	 el	 visceral,	
cuando	se	produce	la	mayor	tasa	de	mortalidad,	alrededor	del	20%	(Grunewald,	2009).




efectos (Cline et al.,	2012;	de	la	Fuente et al.,	1986;	DeRossi et al.,	2006;	Gao et al.,	2011;	Sharma 







PMM2-CDG.	 Además,	 añade	 más	 evidencias	 al	 éxito	 conseguido	 con	 este	 tipo	 de	 compuestos,	
actualmente	en	estado	preclínico,	clínico	o	fármacos	aprobados,	que	actúan	como	PCs	o	como	PRs	
en	las	denominadas	enfermedades	conformacionales,	algunas	de	las	cuales	son	EMH	(Gavrin et al.,	











2.	 La	 terapia	 antisentido	 permite	 la	 recuperación	 del	 proceso	 de	 splicing	 y	 por	 lo	 tanto	 de	 la	





mutantes	 descritos	 en	 pacientes	 PMM2-CDG.	 Se	 han	 identificado	mutaciones	 que	 afectan	 al	
plegamiento	 de	 la	 proteína	 cuya	 actividad	 es	 recuperable	 ex vivo	 en	 condiciones	 permisivas	
de	plegamiento,	así	como	mutaciones	que	afectan	al	plegamiento	y	al	proceso	catalítico	y	una	
mutación	que	afecta	a	la	dimerización.	






6.	 La	 identificación	 de	 una	 serie	 de	 compuestos	 como	 potenciales	 chaperonas	 farmacológicas	




a	 PMM2	 al	 incrementar	 su	 actividad	 en	 un	modelo	 celular	 de	 enfermedad	 y	 que	 podría	 ser	
aplicado	 conjuntamente	 con	 chaperonas	 farmacológicas	 con	 el	 fin	 de	 aumentar	 de	 manera	
sinérgica	la	estabilidad	de	mutantes	de	plegamiento.
8. El	éxito	de	 las	aproximaciones	terapéuticas	descrito	en	este	trabajo	para	PDE,	TMEM165-CDG	













3. PMM2	 activity	 and	 stability	 analysis	 in	 a	 prokaryotic	 and	 an	 eukaryotic	 expression	 system	
combined	with	in silico	studies	have	allowed	us	to	characterize	functionally	missense	mutations	









6.	 The	 identification	of	 some	 chemical	 compounds	 as	 potential	 pharmacological	 chaperones	 for	
PMM2,	being	 four	of	 them	the	most	promising	ones	by	 increasing	PMM2	activity	 in	patients-
derived	fibroblasts	over-expressing	folding	mutants,	paves	the	way	to	develop	a	new	promising	
therapy	 for	 PMM2-CDG,	 the	most	 common	 CDG	 for	 which,	 up	 to	 date,	 there	 is	 no	 curative	
treatment	available.
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